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La presente invention est relative a des derives 
de Facteur X clivables par la thrombine, et a leurs 
utilisations therapeutiques . 

La coagulation du sang resulte d' une cascade de 
reactions enzymatiques, dont l'etape ultime est la generation 
de thrombine, qui induit la formation d'un caillot a meme de 
colmater la breche vasculaire. La plupart de ces reactions 
impliquent 1 T activation proteolytique de zymogenes inactifs 
en serine-proteases actives. 

Cette cascade de reactions est traditionnellement 
divisee en deux voies dites : « voie intrinseque » et : 
« voie du facteur tissulaire », ou « voie extrinseque ». 

Le processus de coagulation par la voie 
intrinseque est initie par le contact du sang avec le tissu 
sous-endothelial. Ce contact entraine 1' activation du 
facteur XII (FXII) en facteur FXIIa, qui catalyse ensuite 
1' activation du facteur XI (FXI) en facteur XIa (FXIa) , qui 
lui meme active le facteur IX (FIX) en facteur IXa. Ce 
dernier se lie a son cofacteur, le facteur Villa (FVIIIa) 
pour former le complexe tenase. Ce complexe clive avec une 
grande efficacite le facteur X (FX) pour produire . du 
facteur X active (FXa) . 

Le processus de coagulation par la voie 
extrinseque est initie par le facteur tissulaire (TF) , mis en 
contact du sang a 1' occasion de la formation d'une breche 
vasculaire. Ce facteur tissulaire se lie au facteur VII 
active (FVIIa) present en petite quantite dans le sang. Le 
complexe FVIIa-TF ainsi forme peut activer les facteurs IX et 
X. 

La voie intrinseque et la voie extrinseque 
convergent ainsi vers 1' activation du facteur X en 
facteur Xa, qui constitue une des enzymes cles de la 
coagulation. 

Le facteur X est synthetise par les hepatocytes 
sous forme d'un precurseur de 448 acides amines, comprenant, 
de 1'extremite N-terminale vers 1'extremite C-terminale : un 
peptide signal, un propeptide, un domaine "Gla", deux 
domaines "EGF" (pour Epidermal Growth Factor) de structure 




similaire a celle du facteur de croissance epidermique, un 
peptide d' activation, et un domaine catalytique de type 
serine-protease. Les modifications post-traductionnelles du 
facteur X sont particulierement complexes : outre 1' excision 
5 du peptide signal et du propeptide, elles incluent la 
carboxylation des 11 glutamates du domaine "Gla" en y- 
carboxyglutamates, 1' excision du tripeptide Argi 8 o-Lysi 8 i- 
Argi 82 (la numerotation fait reference au produit de 
traduction de l'ADNc du facteur X) separant le second domaine 

10 EGF du peptide d' activation, la p-hydroxylat ion du residu 
Aspio3 du domaine EGF 1 en p-hydroxy aspartate, et au moins 
cinq glycosylations, dont quatre sur le peptide deactivation. 

Le facteur X mature circulant dans le plasma est 
done constitue de deux chaines polypeptidiques reliees par un 

15 pont disulfure (Cysi72-Cys 342 ) : la chalne xx legere" de 
139 acides amines est composee du domaine Gla et des deux 
EGF ; la chalne "lourde" de 306 acides amines est composee du 
peptide deactivation accole au domaine catalytique. 

1/ activation du facteur X en serine-protease 

20 necessite un clivage proteolytique entre le peptide 
deactivation et le domaine catalytique. Le complexe tenase, 
ainsi que le complexe FVIIa-TF effectuent ce clivage entre 
les residus Arg 23 4 et Ile 23 5 - 

Le facteur X active peut en outre effectuer un 

25 clivage auto-catalytique qui libere lentement un petit 
fragment a l'extrernite C-terminale de sa chaine lourde. On 
distingue ainsi les facteurs Xa a et p selon que ce peptide 
C-terminal est present ou non. L'activite catalytique de ces 
2 formes du facteur Xa est toutefois identique ( JESTY et al., 

30 J. Biol. Chem, 250, 4497-4504, 1975); en consequence, et sauf 
precision contraire, dans 1' expose de la presente invention, 
le terme « facteur Xa » designe indif f eremment 1'une ou 
1' autre de ces deux formes. 

La liaison du facteur Xa avec son cofacteur, le 

35 facteur Va, forme le complexe prothrombinase, qui active la 
prothrombine en thrombine. 

La thrombine est egalement une enzyme essentielle 
de la coagulation, et de l'hemostase en general; e'est une 



serine-protease multif onctionnelle . Elle induit l'agregation 
des plaquettes en clivant son recepteur a leur surface, et 
transforms le fibrinogene circulant en caillot de fibrine 
insoluble. Ce caillot, en consolidant le thrombus 
5 plaquettaire deja forme, obstrue la breche vasculaire, et 
permet ainsi 1' arret du saignement. 

La thrombine peut egalement activer les facteurs 
V et VIII, respectivement cofacteurs des complexes tenase et 
prothrombinase, ainsi que le facteur XI (FXI), ce qui 
10 entraine 1 ' amplification des reactions conduisant a sa 
formation, ou interviennent ces facteurs. 

La Figure 1 schematise les principales reactions 
enzymatiques de la coagulation par la voi'e extrinseque ou par 
la voie intrinseque, ainsi que le mecanisme d 7 auto- 
15 amplification de la formation de thrombine (represents par 
des f leches en pointille) . 

Un deficit qualitatif ou quantitatif en l'un des 
facteurs impliques dans la coagulation entraine des 
manifestations thrombotiques ou hemorragiques souvent 
20 severes, pouvant mettre en jeu le pronostic vital. Dans ce 
cadre, on citera notamment les hemophilies A et B, resultant 
respectivement d' un deficit en facte.ur VIII ou en facteur IX. 

Les hemophilies A et B sont des coagulopathies de 
type hemorragique, graves et assez frequentes : leur 
25 incidence est d' environ 1 cas pour 10 000 naissances males 
pour l'hemophilie A, et d'un cas pour 30 000 naissances males 
pour l'hemophilie B. 

Sur le plan clinique ces deux pathologies ne se 
distinguent pas : dans les deux cas, c' est le complexe tenase 
30 resultant de 1 1 association du facteur VIII avec le facteur IX 
qui est affecte. II en resulte une production insuffisante de 
facteur X active, et en consequence de thrombine. 

Ce deficit en thrombine entraine non seulement la 
diminution de la formation* de fibrine, mais aussi celle de 
35 1' auto-amplification de la production de thrombine. 

Les traitements de l'hemophilie proposes a 
l'heure actuelle sont soit des traitements de type 
substitutif, visant a retablir la fonction du complexe 
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tenase, soit des traitements bases sur 1 1 utilisation d'une ou 
plusieurs molecules qui permettraient de court-circuiter ce 
complexe tenase (HEDNER, Thromb. Haemost., 82, 531-539, 
1999) . 

Le traitement substitutif consiste a administrer 
le facteur VIII ou IX deficient. C'est le seul traitement 
disponible a ce jour qui permette de retablir correctement , 
outre la formation de fibrine, 1' auto-amplification de la 
generation de thrombine. 

Le principal inconvenient de ce traitement reside 
dans 1 1 antigenicity potentielle de la molecule injectee, qui 
peut etre pergue comme etrangere par le systeme immunitaire 
du receveur. Le developpement d' allo-anticorps neutralisants 
diriges contre le facteur utilise est une complication grave 
du traitement substitutif, qui le rend peu a peu inefficace. 

Trois approches ont ete proposees pour court- 
circuiter le complexe tenase : 

- 1' injection de melanges de facteurs de la 
coagulation dits "vitamine K-dependants" , comprenant 
notamment de la prothrombine et des facteurs VII, IX et X, 
les facteurs VII et X etant partiellement sous forme activee. 
Ce traitement induit toutefois des effets secondaires rares, 
mais graves : chocs anaphylact iques et accidents 
thrombotiques (infarctus du myocarde, coagulation 
intravasculaire disseminee) , qui s'expliquent par une action 
non localisee a la lesion vasculaire. En outre ce traitement 
ne retablit d 1 auto-amplification de la generation de 
thrombine que dans le cas des hemophiles B. 

- 1' injection massive de facteur VII active qui, 
en presence de facteur tissulaire, active le facteur X 
independamment du complexe tenase. Le facteur VII active 
presente 1'avantage d' avoir une action localisee au niveau de 
la breche vasculaire ou se forme le complexe avec le facteur 
tissulaire. Son efficacite dans le traitement de l'hemophilie 
pourrait aussi s ! expliquer par un mecanisme independant du 
facteur tissulaire, qui utiliserait les phospholipides 
anioniques exposes par les plaquettes activees (HOFFMAN et 
al., Blood Coag. Fibrinolysis, 9 (suppll) , S61-65, 1998). Les 




principaux inconvenients de 1 1 utilisation de facteur VII 
active sont sa demi-vie plasmatiqtie tres courte (inferieure a 
trois heures), qui necessite de 1 r administrer en quantites 
importantes, ce qui rend le traitement tres onereux. En 
5 outre, le facteur VII active n' induit pas d T auto- 
amplification de la generation de thrombine. La quantite de 
thrombine generee dans un plasma d'hemophile apres l 1 addition 
d'une dose therapeutique de facteur VII active reste bien 
inferieure a celle generee dans un plasma normal (BUTENAS et 

10 al., Blood, 99, 923-930, 2002), 

- 1' administration de facteur X dont l'activite 
n'est liberee que lentement dans le plasma ; dans ce cadre, 
trois types d' administration ont ete proposes : 
1' administration de facteur X active en combinaison avec des 

15 vesicules phospholipidiques (NI et al., Thromb- Haemost. , 67, 
264-271, 1992) ; 1' administration de facteur X active mais 
inhibe reversiblement, par exemple par acetylation de la 
serine du site actif, et capable de se re-activer lentement 
dans, le plasma par deacylation progressive (WOLF et al., 

20 Blood, 86, 4153-4157, 1995; LIN et al., Thromb. Res., 88, 
365-372, 1997) ; 1' administration de facteur X sous forme de 
zymogene pouvant s'activer dans le plasma independamment du 
complexe tenase. Cette derniere approche met en oeuvre des 
analogues de facteur X dont le site de clivage par le 

25 complexe tenase est remplace par un site de clivage par une 
autre protease. 

HIMMELSPACH et al. (Thromb. Res., 97, 51-67 2000) 
decrivent ainsi des analogues de facteur X dont le site 
d 7 activation est remplace par un site de clivage pour, la 

30 f urine. Une fois injecte, ce zymogene peut se transformer 
lentement et en continu en facteur Xa. 

La Demande PCT WO 98/38317 propose la 
construction de divers analogues de facteur X dans lesquels 
le site natif d' activation est remplace par un site de 

35 clivage par une autre protease choisie parmi le facteur XIa, 
la thrombine, le facteur Xlla, la kallikreine, le facteur Xa, 
ou la f urine. La demande PCT WO 01/10896 propose le 
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remplacement du site natif d' activation par le complexe 
tenase par un site de clivage par le facteur XIa. 

L'avantage principal de 1' utilisation d' analogues 
de facteur X reside dans la demi-vie plasmatique de ces 
5 analogues, similaire a celle du facteur X (48 heures) , et 
done beaucoup plus longue que celle du facteur X active 
(inferieure a 1 minute) . Les inconvenients potentiels de ces 
analogues resultent de JLa difficulty de controler leurs 
effets : la generation" de facteur X active se produit en 

10 continu, sans regulation et sans localisation au niveau de la 
breche vasculaire. En outre, ces analogues ne permettent pas 
d'induire 1 1 amplification de la generation de thrombine. 

11 apparait done souhaitable de disposer d'autres 
analogues de facteur X qui ne presenteraient pas ces 

15 inconvenients. Dans ce but, les Inventeurs ont recherche des 
derives de facteur X activables par la thrombine, ce qui 
permettrait non seulement de court-circuiter les etapes 
defaillantes de la cascade de la coagulation, et notamment le 
complexe tenase, mais egalement de retablir une auto- 

20 amplification de la generation de thrombine, selon le 
mecanisme illustre par la Figure 2. La forme activee de ce 
derive du facteur X (FXa*) serait en effet capable (en 
association avec le facteur V active) de former un complexe 
prothrombinase fonctionnel et done d'activer la prothrombine 

2 5 en thrombine. En retour, la thrombine activerait de nouvelles 
molecules de derive du facteur X. 

Physiologiquement , la thrombine n' active pas le 
facteur X. En effet, l'efficacite du clivage est conditionnee 
par la nature des acides amines encadrant le site de clivage, 

30 et notamment par les residus P3-P2-P1-P1 1 -P2 1 -P3 1 du site 
deactivation (le clivage se produisant entre les residus 
Pi et Pi'). Or, dans le cas du facteur X, la sequence Leu- 
Thr-Arg-Ile-Val-Gly (LTR-IVG) du site d 1 activation est tres 
eloignee des sequences Met-Pro-Arg-Ser-Phe-Arg (MPR-SFR) ou 

35 Val-Pro-Arg-Ser-Phe-Arg (VPR-SFR) qui sont particulierement 
favorables pour un clivage par la thrombine (MARQUE et al, J- 
Biol. Chern, 275, 809-816, 2000; BIANCHINI et al., J. Biol 
Chem., 277, 20527-20534, 2002)/ 



Les residus P 3 a Pi qui precedent le site de 
clivage ne sont pas impliques dans l'activite catalytique du 
facteur X apres activation : ils font partie du peptide 
deactivation qui est relargue apres clivage. II n'en est pas 
5 de meme pour les residus Pi' a P 3 ' qui suivent immediatement 
le site de clivage : comme dans toutes les serine-proteases, 
les residus N-terminaux de la chaine catalytique du facteur X 
active sont impliques dans l'activite enzymatique . Le residu 
Pi' joue en particulier un role f ondamental dans le mecanisme 

10 catalytique de 1' enzyme. 

La substitution de la sequence LTR-IVG du site 
d' activation du facteur X par la sequence VPR-SFR permettrait 
de multiplier par 10 5 la vitesse de clivage du facteur X par 
la thrombine. Cependant, cette substitution risque d'etre 

15 prejudiciable a l'activite enzymatique du facteur Xa. II 
n'est en effet pas possible de predire quelle serait 
l'activite enzymatique d' un analogue de facteur X active dont 
la chaine lourde debuterait par un residu autre que 
1 1 isoleucine . 

- 20 La Demande PCT WO 98/38317 decrit un analogue de 

facteur X . dans lequel la sequence LTR-IVG du site 
d' activation natif est remplacee par la. sequence Thr-Arg-Arg- 
Ser-Val-Gly (TRR-SVG) , et qui est presente comme 
potentiellement clivable par la thrombine. Cependant, aucune 
25 indication n'est donnee sur le clivage effectif de ce 
zymogene par la thrombine, et encore moins sur l'activite 
catalytique de 1' analogue de facteur Xa qui resulterait de ce 
clivage . 

Les Inventeurs ont teste differentes 
30 substitutions aux positions P3-P2-P1-P1 1 -P2 1 -P3 f d u site 
d' activation natif du facteur X, afin d'etudier les effets de 
ces substitutions, d'une part sur le clivage par la 
thrombine, et d' autre part sur l'activite enzymatique de 
1' analogue de facteur Xa qui en resulte. 
35 Ils ont ai'nsi constate que la substitution, aux 

positions Pa-Pi-Pi 1 , de la sequence TR-I par la sequence PR-A 
permettait d'obtenir des analogues de facteur X clivables de 
maniere eff icace par la thrombine, et dont - le clivage 




generait un analogue de facteur Xa possedant une activite 
catalytique qui, bien que reduite, etait similaire a celle de 
son homologue non mute, et compatible avec une fonction 
physiologique normale ; de plus, cette diminution de 
5 1' activite catalytique est compensee par une augmentation de 
la demi-vie par rapport a celle du facteur Xa natif. Cette 
augmentation de la demi-vie resulte d'une meilleure 
resistance aux serpines (inhibiteurs plasmatiques des serines 
proteases), et notamment a 1' antithrombine . 

10 La presente invention a en consequence pour objet 

un analogue de facteur X dans lequel la sequence Thr-Arg-Ile 
du site d' activation du facteur X natif est remplacee par une 
sequence clivable par la thrombine, caracterise en ce que 
ladite sequence clivable par la thrombine est la sequence 

15 Pro-Arg-Ala. 

La presente invention a egalement pour objet tout 
analogue de facteur Xa pouvant etre obtenu par clivage par la 
thrombine d'un analogue de facteur X conforme a 1' invention. 

Le terme « analogue du facteur X » designe ici 
20 aussi bien la molecule de facteur X mature que son precurseur 
intra-cellulaire ; le terme « analogue du facteur Xa- » 
designe la molecule sous forme activee, a ou p. 

En ce qui concerne les substitutions aux 
positions P 3 , Pz ! et P 3 * du site d' activation, elles ont une 
25 influence moindre sur l'efficacite du clivage par la 
thrombine, et sur 1' activite enzymatique de 1' analogue de 
facteur Xa obtenu que celles effectuees aux positions P 2 , Pi/ 
ou Pi 1 . 

Ainsi, en P 3 , le residu Leu du facteur X natif 
30 peut etre conserve, ou substitue par n' importe quel acide 
amine, a 1' exception de Pro, Asp, et Glu ; en P 2 1 , le residu 
Val du facteur X natif peut etre conserve, ou substitue par 
un acide amine choisi de preference parmi lie, Leu, ou Phe ; 
en P ?l ', le residu Gly du facteur X natif peut etre conserve, 
35 ou substitue par un acide amine choisi de preference parmi 
Asn ou His. 

Optionnellement , on peut combiner les 
modifications du site d 1 activation specifiques aux analogues 




de facteur X et de facteur Xa conformes a I 7 invention avec 
d'autres modifications concernant des domaines differents du 
facteur X ou du facteur Xa et permettant d'ameliorer 
certaines de leurs proprietes. Ainsi, on peut par exemple 
5 remplacer le propeptide du facteur X natif par celui de la 
prothrombine, afin d'obtenir un meilleur rendement en 
proteine mature y-carboxylee, come decrit par CAMIRE et al. 
(Biochemistry, 39, 14322-14329, 2000) . 

La presente invention a egalement pour objet des 

10 molecules d' acide nucleique codant pour des analogues de 
facteur X conformes a 1' invention. 

Ces molecules d' acide nucleique peuvent etre 
obtenues par des methodes classiques bien connues de 1'homme 
de l'art, notamment par mutagenese dirigee d'une molecule 

15 d f acide nucleique codant pour le facteur X natif. 

La presente invention englobe egalement les 
cassettes d' expression, comprenant une molecule , d' acide 
nucleique conforme a 1' invention associee a des elements 
appropries de controle de la transcription (notamment 

20 promoteur, et eventuellement terminateur) et eventuellement 
de la traduction-, ainsi que les vecteurs recombinants dans 
lesquels est inseree une molecule d' acide nucleique conforme 
a 1' invention. Ces vecteurs recombinants peuvent etre par 
exemple des vecteurs de clonage, des vecteurs d 1 expression, 

25 ou des vecteurs de transfert de genes utilisables en therapie 
genique . 

La presente invention a en outre pour objet des 
cellules-hotes procaryotes ou eucaryotes genetiquement 
transformees par au moins une molecule d' acide nucleique 

30 selon 1' invention. De preference, pour l r expression et la 
production des analogues de facteur X conformes a 
1' invention, on choisira des cellules eucaryotes, par exemple 
des cellules de mammiferes. 

La construction de vecteurs conformes a 

35 1' invention, et la transformation des cellules-hotes peuvent 
etre effectuees par les techniques classiques de biologie 
moleculaire . 
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La presente invention englobe aussi des animaux 
et en particulier des mammif eres transgeniques non-humains, 
hebergeant au moins un transgene comprenant une cassette 
d' expression conforme a 1' invention. Ces mammiferes 
5 transgeniques peuvent etre utilises par exemple pour la 
production d* analogues de facteur X conformes a l 1 invention, 
de fagon similaire a ce qui a deja ete propose pour la 
production d'autres proteines d'interet therapeutique (BRINK 
et al., Theriogenology, 53, 139-148 2000). 

10 Les analogues de facteur X conformes a 

1' invention peuvent etre obtenus par exemple par mise en 
culture de cellules genetiquement transf ormees conformes a 
1' invention et recuperation, a partir de la culture, de 
l f analogue exprime par lesdites cellules. lis peuvent 

15 ensuite, si necessaire, etre purifies par des procedures 
classiques, connues en elles-memes de l'homme de l'art, par 
exemple par precipitation fractionnee, notamment 
precipitation au sulfate d' ammonium, electrophoreses 
filtration sur gel, chromatographie d'af finite, etc. 

20 La presente invention a egalement pour objet 

1' utilisation d' analogues de facteur X ou d' analogues ' de 
facteur Xa conformes a 1' invention, ou des molecules d' acide 
nucleique codant pour ces analogues, pour l'obtention de 
medicaments procoagulants . 

25 Des medicaments obtenus a partir d' analogues de 

facteur X ou de facteur Xa conformes a 1' invention sont 
utilisables dans le cadre de la prevention ou du traitement 
de coagulopathies de type hemorragique, decoulant notamment 
d'un deficit en facteur VIII, IX, ou XI. II peut s ! agir en 

30 particulier des hemophilies A ou B, compliquees ou non de la 
presence d' inhibiteurs (allo-ant icorps neutralisants diriges 
contre le facteur VIII ou IX habituellement utilise pour le 
traitement); il peut s'agir egalement d * hemophilies acquises 
resultant de 1' apparition d 1 auto-ant icorps associee a une 

35 autre pathologie (maladie auto-immune, cancer, syndrome 
lymphoprolif eratif , affection idiopathique , etc.) 

Des molecules d' acide nucleique selon 1' invention 
peuvent avantageusement etre incorporees dans des medicaments 
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utilisables en therapie genique. Les vecteurs habituellement 
utilises en therapie genique, tels que des vecteurs viraux 
(par exemple, un vecteur de type adenovirus ou retrovirus), 
des liposomes, etc. sont utilisables pour l'obtention de 
medicaments conformes a l 1 invention. 

Les analogues de facteur Xa conformes a 
1' invention possedent, en dehors du complexe prothrombinase, 
une activite catalytique beaucoup plus faible que celle du 
facteur Xa natif. Toutefois, au sein du complexe 
prothrombinase (c ' est-a-dire dans les conditions 

physiologiques) , la diminution de leur activite par rapport 
au facteur Xa natif est beaucoup moindre, et ils sont 
ef fectivement capables de corriger les effets d' une depletion 
en facteur VIII ou IX. En outre, du fait de leur resistance 
importante a 1' antithrombine, les analogues de facteur Xa 
conformes a 1' invention presentent 1'avantage d' avoir une 
demi-vie plus longue, qui compense leur plus faible activite. 
Bien que beaucoup plus lente, 1' inhibition par 
l'antithrombine (qui est proportionnelle a 1' activite 
catalytique) demeure, ce qui permet de conserver un mecanisme 
d' autoregulation similaire a celui du facteur Xa natif. 

En outre, 1' action des analogues de facteur Xa 
conformes a 1' invention demeure localisee au niveau de la 
breche vasculaire, puisque, comme le montre la Figure 2, la 
cascade enzymatique dans laquelle interviennent ces analogues 
est declenchee par le facteur tissulaire. Enfin comme le 
montre egalement la Figure 2, la mise en oeuvre des analogues 
de facteur X conformes a 1 r invention permet de retablir 
1' auto-amplification de la generation de thrombine. 

II en resulte globalement un effet therapeutique 
mieux cible et plus aise a controler que celui des analogues 
de facteur X ou de facteur Xa de l'art anterieur. 

Les analogues de facteur X conformes a 
1' invention peuvent par exemple etre utilises a des 
concentrations plasmatiques de l'ordre de 0,1 a 0,5 pM soit 
5 a 25 mg/L. Ces concentrations peuvent etre obtenues par 
1 1 administration de doses voisines de celles qui sont 
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utilisees dans le cas des traitements par le facteur Vila, 
mais avec une frequence bien moindre. 

La presente invention sera mieux comprise a 
l'aide du complement de description qui va suivre, qui se 
5 refere a des exemples non-limitatif s de preparation et de 
caracterisation d'un analogue de facteur X conforme a 
1' invention . 

EXEMPLE 1 : CONSTRUCTION DE VECTEURS D'EXPRESSION D 'ANALOGUE S 
DU FACTEUR X 

10 Differents derives du facteur X humain ont ete 

construits : 

- un derive denomme ci-apres « FX-recombinant », 
ne differant du facteur X natif que par 1' addition a son 
extremite C-terminale, d'un peptide de 11 acides amines 

15 (EQKLISEEDLN) qui est reconnu par l f anticorps monoclonal 
9E10 (PHARMINGEN, San Jose, USA) ; cette modification permet 
de faciliter la detection et la purification de la proteine 
exprimee ; 

- un derive denomme ci-apres « GD-FX », qui 
20 differe du derive « recombinant » en ce qu' il est en outre 
depourvu de domaine Gla, ce qui permet d' augmenter la 
quantite de proteine recombinante exprimee, et en ce qu' il 
comprend a son extremite N-terminale une sequence de 
12 acides amines (EDQVDPRLIDGK) , constituant un epitope 
25 reconnu par l'anticorps monoclonal HPC-4 (ROCHE DIAGNOSTIC, 
Meylan, France) . 

- les derives denommes ci-apres GDX-IVG, GDX-IFG, 
GDX-AVG, GDX-IFR, GDX-SVG, GDX-SFR, qui different du derive 
GD-FX par la modification d'un ou plusieurs des residus en 

30 positions P 3 , P 2 , Pi/ Pi^ E>2 ! ou P 3 1 du site d 1 activation . 

Les residus P 3 a P 3 ! du site d 1 activation du 
facteur X normal isole a partir de plasma (FX-plasmatique) , 
et de chacun des derives ci-dessus sont indiques dans le 
Tableau I. 




TABLEAU I 





P3 


P2 


! Pi 


Pi' 


P 2 ' 


P3' 


FX-plasmatique 


Leu 


Thr 


Arg 


He 


Val 


Gly 


t A"recomDinant 


Leu 


Thr 


Arg 


He 


Val 


Gly 


GD-FX 


Leu 


Thr 


Arg 


He 


Val 


Gly 


GDX-IVG 


Val 


Pro 


Arg 


He 


Val 


Gly 


GDX-IFG 


Val 


Pro 


Arg 


He 


Phe 


Gly 


GDX-AVG 


Val 


Pro 


Arg 


Ala 


Val 


Gly 


GDX-IFR 


Val 


Pro 


Arg 


He 


Phe 


Arg 


GDX-SVG 


Val 


Pro 


Arg 


Ser 


Val 


Gly 


GDX-SFR 


Val 


Pro 


Arg 


Ser 


Phe 


Arg 



Les vecteurs d' expression utilises pour la 



construction de ces derives sont obtenus a partir du vecteur 
pNUT-hGH (PALMITER et al . , Science, 1983, 222, 809-814, 
5 1983), par remplacement de la sequence codant pour 1' hormone 
de croissance humaine (hGH) par la sequence codant pour le 
derive de facteur X souhaite. 

Construction du vecteur pNUT-FX 

Le vecteur denomme M pNUT-FX" permet 1' expression 
10 en cellules eucaryotes du derive « FX-recombinant ». 

L'ADNc complet du facteur X humain utilise 
(1467 paires de bases) a ete initialement clone par MESSIER 
et al., (Gene, 99, 291-294, 1991), au niveau du site Sail du 
plasmide pBluescript KS(-). 
15 Cet ADNc a ete recupere par amplification PCR a 
partir du vecteur pBluescript le contenant. Les amorces' 
utilisees sont representees dans le tableau II ci-dessous. La 
temperature de fusion utilisee (Th°) est indiquee dans la 
derniere colonne du tableau. 
20 TABLEAU II 



Amorce 


Sequences (5' -»3' ) 


Th 
(°C) 


1 


ACGCGGATCCGCGATGGGGCGCCCACTGCA 


51 


2 


fTCCCCCGGGGGATCAGTTCAGGTCTTCCTCGCTGATCAGCTTCTGCTCCTTTAATGGAGAGGACGTTA 


51 



Les amorces 1 et 2 introduisent respect ivement un 



site de restriction BamHI en 5' et un site Xmal en 3' de la 
sequence codant pour le facteur X. Par ailleurs, 1 1 amorce 
2 introduit juste avant le codon stop de 1 r ADNc du facteur X 
la sequence codant pour I 1 epitope reconnu par I'anticorps 
monoclonal 9E10. 

Le protocole d' amplification est le suivant : 
1' amplification est realisee dans un volume de 100 jj.1 
contenant 2 jag (7 nM) de plasmide pBluescript', 2 jliM de 




V 

chacune des amorces 1 et 2, 0,2 mM de chaque dNTP (dATP, 
dCTP, dGTP, dTTP ; AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH, Orsay, 
France) , et 6 unites de Pfu DNA Polymerase (STRATAGENE) dans 
le tampon preconise par le fabricant. L r amplification est 
5 effectuee dans un DNA THERMAL CYCLER (modele 480, PERKIN 
ELMER, Roissy, France) selon le programme suivant : une 
denaturation initiale de 5 minutes a 95°C, suivie de 
30 cycles comprenant chacun 45 secondes de denaturation a 
95°C, 45 secondes d' hybridation a une temperature au minimum 

10 inferieure de 4°C a celle de fusion des amorces, et 
3,5 minutes d' elongation a 72°C. L' amplification est terminee 
par une incubation de 10 minutes a 72 °C. 

Le produit d' amplification est purifie par une 
extraction au phenol/chlorof orme, et concentre par 

15 precipitation a l'ethanol. Les extremites sont ensuite 
rendues franches et phosphorylees par une incubation de 
30 minutes a 37 °C en presence de 5 unites de T 4 DNA 
polymerase (NEW ENGLAND BIOLABS, Beverly, MA, USA), de 
10 unites de polynucleotide kinase T 4 (NEW ENGLAND BIOLABS) 

20 et de 0,3 mM de dNTP (AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH). Le 
fragment d'interet est purifie a l'aide du « QIAquick Gel 
Extraction Kit » (QIAGEN, Courtaboeuf , France) , apres 
separation en gel d' agarose standard a 1%, en suivant les 
instructions du fabricant . 

25 Parallelement, 40 \iq dans 140 \il (86 nM) d'un 

vecteur d'accueil (pBluescript , STRATAGENE) sont linearises 
par 400 unites d' EcoRV pendant 90 minutes a 37°C. Les 
extremites du vecteur pBluescript linearise sont 
dephosphorylees par incubation de 60 minutes a 37°C en 

30 presence de 50 unites de phosphatase alcaline d'intestin de 
veau (NEW ENGLAND BIOLABS) ; ce vecteur est ensuite purifie 
comme ci-dessus, a l r aide du « QIAquick Gel Extraction Kit », 
apres separation en agarose standard a 1%. 

L r insert est introduit dans le vecteur d'accueil 

35 par ligation, en incubant 10 nM de vecteur avec 20 nM 
d' insert en presence de 400 unites de T 4 DNA ligase (NEW 
ENGLAND BIOLABS) pendant 24 heures a temperature ambiante 
dans 10 pi du tampon recommande par le fabricant. 




Le plasmide resultant (pBluescript-FX) est 
amplifie dans la souche DH5cc de E . coli et purifie suivant 
les protocoles standard, decrits par SAMBROOK et al. 
(Molecular Cloning: A laboratory Manual. Cold Spring Harbor 
Laboratory Press, 1989) . 

1/ insert du plasmide pBluescript-FX est transfere 
dans le vecteur pNUT-hGH par echange de cassette, selon le 
protocole suivant : 

Deux lag (4 nM) de pNUT-hGH sont digeres par 
60 unites de BamHI pendant 2 heures a 37 °C dans 100 \xl de 
melange reactionnel. Le vecteur ainsi linearise est purifie 
par une extraction au phenol/chlorof orme, suivie d'une 
precipitation a l'ethanol. II est ensuite repris dans 10 p,l 
de Tris 10 mM pH 8,0 contenant 1 mM d'EDTA, et digere par 
30 unites de Xmal pendant 3 heures a 37 °C. 

Les deux fragments issus de cette deuxieme 
digestion sont dephosphoryles , par une incubation d'une heure 
a 37 °C en presence de 150 unites de phosphatase alcaline. . 

Le vecteur pNUT linearise est separe de son 
ancien insert (contenant la sequence codant pour 1'hGH) par 
une electrophorese en agarose . standard a 1%, et purifie a 
l f aide du « QIAquick Gel Extraction Kit ». 

Parallelement, 130 pg (1,3 pM) de pBluescript-FX 
sont digeres par 20 unites de BamHI pendant 1 heure a 37 °C 
dans 30 \xl de melange reactionnel. Le vecteur linearise est 
purifie par une extraction au phenol/chlorof orme suivie d'une 
precipitation a l'ethanol. II est ensuite repris dans 10 p.1 
de Tris 10 mM pH 8,0 contenant 1 mM d'EDTA, et digere par 
30 unites de Xmal pendant 3 heures a 37 °C. 

L' insert FX est separe de son ancien vecteur par 
une electrophorese en agarose standard a 1%, et purifie a 
l r aide du « QIAquick Gel Extraction Kit ». 

Le vecteur pNUT-FX est obtenu par ligation de 
1' insert FX dans le vecteur pNUT en presence de T 4 DNA 
ligase, comme decrit ci-dessus. 
Construction du vecteur pNUT-GDX 

La presence d'un domaine "Gla" limite 
considerablement la synthese d'une proteine recombinante dans 




une cellule eucaryote. Son elimination permet de multiplier 
par cinq la quantite de proteine recombinante exprimee. 

D r autre part, le domaine "Gla" du facteur X est 
necessaire a son activite biologique, mais n'est pas 
5 indispensable pour 1' activite proteolyt ique vis-a-vis de 
substrats qui n' interagissent qu' avec le sillon catalytique. 
La preparation de derives depourvus du domaine "Gla" permet 
done de determiner rapidement l'effet de modifications des 
residus jouxtant le site deactivation sur 1' activite serine- 
10 protease. 

Le vecteur pNUT-ETW (LE BONN I EC et al., J. Biol. 
Chem, 267 , 6970-6976, 1992) exprime un derive de la 
prothrombine humaine depourvu de son domaine "Gla", et 
fusionne en N-terminal au peptide signal du facteur V bovin 
15 et a une sequence de 12 acides amines ( EDQVDPRLI DGK ) , 
constituant un epitope reconnu par l'anticorps monoclonal 
HPC-4. 

Pour construire le vecteur pNUT-GDX, 1' ensemble 
peptide signal et domaine "Gla" du vecteur pNUT-FX a ete 
20 substitue par l r ensemble peptide signal, propeptide et 
epitope HPC-4 du vecteur pNUT-ETW. 

Les amorces utilisees pour amplifier les 
fragments des vecteurs pNUT-FX et pNUT-ETW sont representees 
dans le tableau III ci-dessous. L' amplification PCR est 
25 effectuee comme decrit ci-dessus pour le vecteur pNUT-FX- 



TABLEAU III 



Amorces 


Sequences {5 r —>3 r ) 


Th 
(°C) 


3 


tATGCGTGGGCTGGAGCAACC 


62 


4 


TTATTAGGAGAAGGCTGGTGGG 


62 


5 


CTTCCCATCAATGAGCCGCGG 


62 


6 


CCGCGGCTCATTGATGGGAAGGATGGCGACCAGTGTGAGACC 


62 



L' amplification du fragment issu de pNUT-ETW (qui 



inclut les sites BamHI et Xmal de pNUT, la sequence codant 
pour le peptide signal du facteur V et celle codant pour 
30 1' epitope reconnu par l'anticorps HPC-4) est faite avec les 
amorces 3 et 5); l f amplification du fragment issu de pNUT-FX 
(qui inclut la sequence codant pour les deux domaines EGF, le 
peptide deactivation, et le domaine serine protease du 
facteur X, ainsi que 1' epitope reconnu par l'anticorps 9E10) 




est faite avec les amorces 6 et 4 . Les amorces 5 et 6 sont en 
partie complementaires (1' amorce 6 introduit en 5' du premier 
EGF une partie de la sequence codant pour 1' epitope reconnu 
par l'anticorps HPC-4), ce qui permet le raboutage des 
fragments issus des deux PCR par PCR "Mega-primer" (HO et 
al.. Gene, 15, 51-59, 1989) en presence des amorces 3 et 4 . 
Le produit de cette PCR est digere par 40 unites de Xmal 
(dans un volume de 400 |ll1) , et le fragment de restriction 
(avec un site Xmal a chaque extremite) est purifie a l'aide 
du QIAquick Gel Extraction Kit apres separation en gel 

d' agarose a 1%. 

D' autre part, 6 pg dans 140 jil (12 nM) de vecteur 
pNUT-hGH sont digeres par 20 unites de Xmal, pendant 2 heures 
a 37 °C. Le vecteur ainsi linearise est separe de son ancien 
insert (sequence codant pour hGH) par electrophorese en 
agarose standard a 1%, et purifie a l'aide du QIAquick Gel. 
Extraction Kit. Le vecteur sans insert. (0,1 pg dans 10 \xl f 
soit 2,7 nM) est recircularise par ligation en presence de 
400 unites de T 4 DNA ligase pendant 16 heures a temperature, 
ambiante. 

Le vecteur pNUT recircularise est amplifie dans 
la souche DH5a de E. coli et purifie. 

40 |ig dans 100 jul, (soit 110 nM) du vecteur pNUT 
depourvu d 1 insert sont linearises par 10 unites de Xmal 
pendant 3 heures a 37° C, et ses extremites sont 
dephosphorylees par incubation pendant 1 heure a 37° C en 
presence de 150 unites de phosphatase alcaline. Le vecteur 
pNUT ainsi prepare est isole a l'aide du QIAquick Gel 
Extraction Kit, apres separation en gel d' agarose a 1%. 

Le vecteur pNUT-GDX est obtenu par ligation du 
fragment issu de la PCR "Mega-primer" dans le vecteur pNUT en 
presence de T 4 DNA ligase, comme decrit ci-dessus, et 
selection, sur la base des profils de restriction BamHI, 
Xmal, PstI ou EcoRI, des constructions contenant 1' insert 
dans la bonne orientation. 
Mutagenese dirigee du vecteur pNUT-GDX 

Dans le facteur X natif (ainsi que dans le 
derive GDX-FX) , la sequence des residus P3-P2-P1-P1 1 -P2 1 1 




encadrant le site de clivage (le clivage s'effectuant entre 
Pi et Pi» ) est LTR-IVG. 

Les six analogues du facteur X prepares : GDX- 
IVG, GDX-IFG, GDX-AVG, GDX-IFR, GDX-SVG, GDX-SFR ont 
5 respectivement pour sequence P3-P2-P1-P1 r -P2 1 -P3 1 : VPR-IVG, 
VPR-IFG, VPR-IFR, VPR-AVG, VPR-SVG, et VPR-SFR. 

Les vecteurs exprimant ces analogues de facteur X 
ont ete prepares par mutagenese du vecteur pNUT-GDX par une 
methode derivee de celle de JONES et al. (Nature, 344, 793- 
10 794, 1990) . 

Les sequences des amorces utilisees pour la 
mutagenese du vecteur pNUT-GDX sont indiquees dans le Tableau 
IV. 

L 1 amorce "sens"(s) s 1 hybride sur le brin non 
15 codant, et 1' amorce "anti-sens" (a) s f hybride sur le brin 
codant . 



TABLEAU IV 



GDX-IVG (s) 
GDX-IVG (a) 


AGGGGCGACAACAACGTGCCTAGGATCGTGGGCGGCCAGGAATGCAAG 
CTTGCATTCCTGGCCGCCCACGATCCTAGGCACGTTGTTGTCGCCCCT 


GDX-IFG (s) 
GDX-IFG (a) 


AGGGGCGACAACAACGTGCCTAGGATCTTCGGCGGCCAGGAATGCAAG 
CTTGCATTCCTGGCCGCCGAAGATCCTAGGCACGTTGTTGTCGCCCCT 


GDX-IFR (s) 
GDX-IFR (a) 


AGGGGCGACAACAACGTGCCTAGGATCTTCAGGGGCCAGGAATGCAAG 
CTTGCATTCCTGGCCCCTGAAGATCCTAGGCACGTTGTTGTCGCCCCT 


GDX-SFR (s) 
GDX-SFR (a) 


AGGGGCGACAACAACGTGCCTAGGAGCTTCAGGGGCCAGGAATGCAAG 
CTTGCATTCCTGGCCCCTGAAGCTCCTAGGCACGTTGTTGTCGCCCCT 


GDX-SVG (s) 
GDX-SVG (a) 


CAACGTGCCTAGGAGCGTGGGCGGCCAGG 
CCTGGCCGCCCACGCTCCTAGGCACGTTG 


GDX-AVG (s) 
GDX-AVG (a) 


CCTGAGAGGGGCGACAACAACGTGCCTAGGGCCGTGGGCGGCCAGGAATGCAAGG 
CCTTGCATTCCTGGCCGCCCACGGCCCTAGGCACGTTGTTGTCGCCCCTCTCAGG 



La mutagenese est faite par PCR dans un volume de 



50 ill contenant 50 ng (10 nM) de pNUT-GDX comme matrice, 
20 125 ng (70 nM) de chaque amorce (sens et anti-sens, voir 
tableau 4), un melange equimolaire (0,5 mM) de chaque dNTP, 
et 2,5 unites de Pfu polymerase dans le tampon preconise par 
le fabricant, a l'aide d 7 un DNA thermal cycler 480 (PERKIN 
ELMER) . La PCR comprend une etape initiale de denaturation a 
25 95°C pendant 5 minutes, suivie de 16 cycles identiques qui se 
decomposent chacun en 45 secondes de denaturation a 95°C, 
60 secondes d' hybridation a 55°C, et 26 minutes d' elongation 
a 68°C. A l r issue de ces 16 cycles, le vecteur ayant servi de 
matrice est degrade a 37°C pendant 60 minutes par 10 unites 
30 de DpnI. 




Des bacteries DH5ot rendues competentes par 
lavage a 4°C en 100 mM CaCl : sont transformes par 5 a 10 pi 
du produit de la PCR digere par Dpnl ; les colonies ayant 
incorpore un plasmide viable sont selectionnees , et 
1' orientation et la sequence de 1' insert sont verifiees. 
EXEMPLE 2 : PRODUCTION DES DERIVES DU FACTEUR X EN CELLULES 
EUCARYOTES ; 

Transf ection des cellules BHK-21 : 

Les proteines recombinantes ont ete exprimees 
dans des cellules de rein de hamster nouveau-nes (BHK-21) 
fournies par 1' European Collection of Cell Cultures (Sofia- 
antipolis, France) . 

Les cellules BHK-2.1 sont cultivees en boite de 
Petri (diametre 80 mm) dans une etuve a 37 °C sous atmosphere 
de 5% de C0 2 , en milieu DMEM (Dulbecco's Modified Eagle 
Medium) complet : (GIBCO BRL) , supplements par 10% de serum 
de veau foetal (GIBCO BRL) , 2 mM de L-glutamine (GIBCO BRL) , 
100 unites/ml de penicilline (GIBCO BRL), et 100 ug/ml de 
streptomycine (GIBCO BRL). Lorsqu'elles atteignent une 
confluence d' environ 80%, les cellules sont rincees 2 fois en- 
tampon PBS (Phosphate Buffer Saline, GIBCO BRL) puis incUbees'. 
a 37 °C pendant 1 heure dans 4 ml d'OPTI-MEM (GIBCO BRL). 

La transfection est realisee en ajoutant 40 nM du 
vecteur d' expression du derive de facteur X souhaite (40 u.g 
dans un volume de 220 ul ajuste avec de l'eau distillee) a 
250 pi d'une solution a un pH d' exactement 7,05 qui se 
compose de 50 mM HEPES, 1,5 mM Na 2 HP0 4 , 280 mM NaCl, 10 mM 
KC1, et 12 mM Dextrose. La co-precipitation de l'ADN est 
obtenue par l'ajout de 31 pi de CaCl 2 2,5 M, au goutte a 
goutte et sous agitation constante . Apres 30 minutes 
d' incubation a temperature ambiante, le precipite est ajoute 
au milieu baignant les cellules et laisse a sedimenter 
pendant 3 heures a 37 °C. Les cellules sont lavees par du PBS 
(afin de retirer la majeure partie du precipite), et remises 
en culture dans du milieu DMEM complet pendant 24 heures a 
37°C. 
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Les cellules sont detachees de la boite de Petri 
par 2 ml d' une solution d' EDTA a 54 mM pH 8,0 contenant 
0,5 rag/ml de trypsine, sont resuspendues dans le milieu de 
selection (DMEM complet contenant 50 mg/L de methotrexate 
(TEVA, Courbevoie, France), et sont reensemencees dans deux 
nouvelles boites de Petri. Le milieu de culture est renouvele 
tous les deux jours pendant 2 a trois semaines, jusqu'a 
l'obtention de colonies. Ces colonies sont isolees et 
transferees dans les puits (2 cm 2 ) d'une plaque de culture a 

24 puits ou elles sont multipliees jusqu'a confluence dans le 
milieu de selection. 

Identificatio n des clones producteurs d'un derive du 
facteur X : 

La detection des clones exprimant de facon stable 
un derive de facteur X est faite par immuno-empreinte . 

Un aliquote (30 de surnageant de culture des 

cellules BHK-21, reste au contact des cellules transfectees 
pendant au moins 48 heures est ajoute a 10 ul de Tris-HCl 
100 mM pH 6,8, contenant 40% (v/v) de glycerol, 8% (p/v) de 
SDS, 0,04% (p/v) de bleu de bromophenol et 20% (v/v) de |3- 
mercaptoethanol. Les proteines de 1 ' echantillon sont 
denaturees a 95 °C pendant 5 minutes, et sont separees sur gel 
de polyacrylamide a 12% (reticulation 29/1) en tampon Tris 

25 mM pH 7,5 contenant 0, 1 M glycine et 0,1% (p/v) SDS. 

L' electrophorese est suivie d'un transfert sur 
membrane de nitrocellulose (TRANS-BLOT, BIO-RAD, Ivry sur 
Seine, France) en tampon Tris-HCl 25 mM, glycine 0,1 M, pH 
7,5 contenant 20% de methanol. La membrane est saturee par 
une incubation pendant 1 heure a temperature ambiante dans 
une solution de lait ecreme a 5% (p/v) en tampon Tris 50 mM 
pH 7,5 contenant 150 mM de NaCl, 0,1% de Tween 20 (TTBS) , 
puis lavee 3 fois pendant 10 minutes dans le meme tampon. La 
membrane est ensuite incubee pendant la 12 heures en 
presence de 50 ng/ml de l'anticorps monoclonal 9E10 en TTBS. 
Apres trois lavages (comme precedemment ) la membrane est 
incubee pendant une heure a temperature ambiante en presence 
d'un anticorps polyclonal de chevre anti-IgG de souris, 
marque a la phosphatase alcaline (BIO-RAD) dilue au l/3000 6me 
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dans du TTBS. La presence de la proteine recombinante est 
revelee par incubation de la membrane en presence d'un 
substrat chromogenique (melange en quantites egales de 5- 
bromo, 4-chloro, 3-indolyl phosphate de toluidine (BCIPT) et 
Chlorure de nitro tetrazolium (NTC) , dilues en tampon Tris 
0,1 M pH 9,5 contenant 0,5 M de MgCl 2 ) . 
Culture cellulaire et production : 

Les clones exprimant le plus fortement le derive 
de facteur X souhaite sont amplifies, et conserves par 
congelation dans 1' azote liquide (environ 10 6 cellules dans 
1 ml de serum de veau foetal additionne de 10% (v/v) DMSO) . 

La production des derives de facteur X est faite 
en milieu de selection contenant 50 uM de zinc (pour 
1' induction du promoteur de la ' metallothionine) et, pour les 
clones exprimant le derive FX-recombinant possedant un 
domaine Gla, 5 mg/ml de vitamine K x (ROCHE, Neuiily sur, 
Seine, France) pour permettre la y-carboxylation post-, 
traductionnelle. Les cellules sont multipliees par passages,, 
successifs en fiacons de 150 cm 2 qui sont utilises pour 
inoculer des bouteilles de 850 cm 2 . Les surnageants de. 
culture sont recoltes tous les 2 a 6 jours (selon la density 
des cellules), clarifies par une centrif ugation de 10 minutes., 
a 5000 g, et conserves a -20°C apres addition de 5 mM EDTA et 
10 mM de benzamidine. 

EXEMPLE 3 : PURIFICATION DES DERIVES DU FACTEUR X 

La purification des derives a ete faite en deux 
ou trois etapes selon le derive concerne . 

La premiere etape est commune a toutes les 
purifications : il s ' agit d' une adsorption sur resine 
echangeuse d' anions afin de concentrer les proteines 
• contenues dans le surnageant de culture. 

Les surnageants de culture sont dilues au 
1/3 dans du Tris 50 mM pH 7,5 contenant 10 mM de benzamidine 
et 5 mM d'EDTA. Typiquement, deux litres de surnageant sont 
dilues dans quatre litres de tampon, 4,5 grammes de QAE 
SEPHADEX A50 (AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH) sont ajoutes, et le 
melange est agite lentement pendant 30 minutes a temperature 
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ambiante (a I'aide d'un agitateur rotatif a pales). Les 
billes de SEPHADEX sont laissees a sedimenter pendant une 
heure et le surnageant est ecarte. 

La resine chargee est transferee dans une 
5 colonne, et les proteines adsorbees sont eluees par du tampon 
Tris 50 mM pH 7,5 contenant 0,5 M NaCl. 

La seconde etape est une chromatographie 
d'af finite permettant de separer le derive de facteur X des 
autres proteines contenues dans 1 - eluat de QAE-SEPHADEX. 
10 Le derive FX-recombinant est purifie par 

chromatographie d'af finite sur un gel AFFI-PREP HZ (BIO-RAD) 
greffe avec 3 mg par ml de gel de l'anticorps monoclonal 
9E10. Apres chargement de la colonne par 1 ' eluat de QAE- 
SEPHADEX, et lavage en tampon Tris 50 mM pH 7,5 contenant 
0,5 M de NaCl, le derive FX-recombinant est elue en tampon 
0,1 M Glycine-HCl pH 2,7. Le pH de I'eluat est ajuste a 
7,5 par ajout de 30 pl/ml de Tris 2 M, et la colonne est 
reeguilibree dans le tampon de lavage. 

La colonne d'af finite greffee avec l'anticorps 
9E10 presente 1 • inconvenient d' avoir une faible capacite et 
de necessiter une elution en milieu denaturant. Une troisieme 
<§tape de purification, par chromatographie d'echange d' anions 
a haute resolution, est necessaire dans ce cas afin 
d'eliminer le denaturant et de concentrer le derive elue de 
25 la colonne. 

Plusieurs eluats de la colonne d'af finite, 
totalisant 2a 10 mg de derive FX-recombinant sont reunis, 
dilues au 1/4 en tampon Tris 50 mM pH 7,5 contenant 5 mM 
EDTA, et sont charges sur une colonne (0,8 x 10 cm) de Q- 
30 SEPHAROSE FAST FLOW (AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH) . Apres 
lavage en tampon de dilution, la colonne est eluee en tampon 
Tris 50 mM pH 7,5 contenant 0,5 M NaCl. 

Les derives du facteur X depourvus de domaine 
Gla, qui portent a leur extremite N-terminale 1' epitope 
reconnu par l'anticorps HPC-4, ont ete purifies sur une" 
colonne d'affinite greffee avec cet anticorps. L'anticorps 
HPC-4 etant calcium-dependant, la colonne peut etre eluee par 
lavage en presence d'un chelateur de calcium, ce qui-/ ne 
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denature pas la proteine : le derive du facteur X ainsi 
purifie est directement utilisable. 

Dans ce cas, l'eluat de QAE -SEP H ADEX est 
prealablement recalcifie a 5 mM par 1' addition de CaCl 2 . La 
5 colonne est lavee en tampon Tris 50 mM pH 7,5 contenant 0,5 M 
de NaCl et 1 mM CaCl 2 , et le derive du facteur X est elue en 
tampon Tris 50 mM pH 7,5 contenant 100 mM NaCl et 5 mM EDTA. 

Au total, un minimum de 10 mg de chacun des 
derives du facteur X ont ete prepares. 
10 Quel que soit le protocole utilise, la purete de 

la preparation est controlee, apres denaturation et reduction 
d'un echantillon, par electrophorese sur gel de 
polyacrylamide (12%, reticulation 29/1) et coloration au bleu 
de Coomassie. 

15 Toutes les preparations obtenues apparaissent 

pures en gel de polyacrylamide-SDS, mais deux formes sont 
systematiquement presentes : une forme bicatenaxre 
majoritaire (80a' 90%), avec des masses moleculaires 
apparentes compatibles avec celles attendues pour les chaines 

20 lourde et legere (50 et 23 kDa pour le FX-recombinant j ; 
50 et 18 kDa pour des derives depourvus de domaine Gla) ..; 
une forme monocatenaire minoritaire (10 a 20% selon les 
preparations), avec une masse moleculaire de 66 kDa pour le 
FX-recombinant et 60 kDa pour les derives depourvu de 

25 domaine Gla) . 

Le pourcentage de forme monocatenaire semble 

plutot dependre du pool de surnageants dont est issue la 

preparation que de la mutation introduite : pour une 

mutation donnee, le pourcentage de forme monocatenaire vane 

30 d'une purification a 1' autre. 

Les derives purifies sont aliquotes, et 
conserves a -80°C jusqu'a utilisation. La concentration de 
l'aliquote est estimee par son absorbance a 280 nm, en 
prenant 1,25 g' 1 1 cm" 1 pour coefficient d' absorption molaire 

35 (e%2so) • 
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EXEMPLE 4 : ACTIVATION PAR LA THROMBINE DES DERIVES DU 
FACTEUR X 

Le facteur X natif n'est activable que par ses 
activateurs physiologiques (complexes tenase ou du facteur 
tissulaire) et par certains venins de serpent, dont le plus 
utilise est extrait de la vipere de Russell (RVV-X) . Le 
domaine Gla du facteur X joue un rdle tres important lors de 
cette activation : la vitesse d' activation du facteur X 
normal depourvu de domaine Gla est en moyenne une centaine de 
fois plus lente que celle du facteur X complet. 

Le FX-recombinant se comporte essentiellement 
comme le facteur X plasmatique, sauf qu • une portion (qui est 
mal y-carboxylee par les cellules BHK-21) est dif f icilement 
activable et n'est que peu active au sein du complexe 
prothrombinase. Les derives du facteur X depourvu de domaine 
Gla demeurent clivables (lentement) par l'activateur isole du 
venin de serpent et (dans une certaine mesure) par les 
complexes physiologiques. 

La capacite des derives depourvus de domaine Gla 
a etre clives par la thrombine a ete testee. 

Deux methodes ont ete utilisees pour evaluer la 
Vitesse de clivage des derives du facteur X par la thrombine, 
selon que ce clivage genere ou non une activite amidolytique 
detectable. Dans le premier cas, on mesure l'activite 
amidolytique generee par le facteur active, dans le second, 
on quantifie par electrophorese la forme clivee 
Mesure d e l'activite amidolytique : 

Les constantes de vitesse d' activation des 
derives du facteur X par la thrombine sont determines en 
conditions de pseudo-premier ordre, c' est a dire que la 
concentration du zymogene est au plus egale a 0,1 fois la 
concentration de demi saturation de l'activateur (sa K m ) . 
Dans ces conditions, la constante de vitesse mesuree est 
dxrectement proportionnelle a la constante de specificite 
<lWK m ) de l'activateur (la thrombine) pour son substrat (le 
zymogene derive du facteur X) . Sans connaitre la valeur de la 
K m , on peut verifier que la condition de pseudo-premier ordre 
est respectee en mesurant la vitesse d' activation a deux 
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concentrations de substrat : la constante de vitesse mesuree 
doit etre la meme (a 1 1 erreur experimentale pres) pour les 
deux concentrations de zymogene. 

Chaque derive de facteur X (1 et 10 pM) est 
5 incube en presence de thrombine (100 nM) en tampon cinetique 
(Tris 50 mM pH 7,8, contenant 150 mM NaCI, 0,2% PEG 
8000 (p/v) , et 5 mM CaCl 2 ) , a 37°C. Apres des temps 
d' incubation variables, un aliquote de 10 yl est preleve, 
auquel 1 jllM (100 unites par ml) d' hirudine (RE FLU DAN, 

10 HOECHST, Francfort, Allemagne) sont ajoutes (afin de stopper 
la reaction en neutralisant la thrombine) . La quantite de 
forme active generee est estimee par l'activite amidolytique 
du derive active. Apres avoir ajoute 100 pM de N-a-Z-Arg- 
Gly-Arg-pNA (S2765, BIOGENIC, Maurin, France), l'activite 

15 amidolytique est mesuree en enregistrant la variation de 
I'absorbance a 405 nm en fonction du temps (la vitesse 
initiale d'hydrolyse du S2765) a l'aide d' un lecteur, de 
microplaque MR5000 (DYNEX, Guyancourt, France) . Avant 
1' addition de thrombine, la vitesse d'hydrolyse du S2765 est 

20 nulle puisque le derive de facteur X est entierement sous 
forme de zymogene. En tragant la vitesse initiale d'hydrol'yse 
du S2765 en fonction du temps d r incubation du zymogene .avec 
la thrombine, on obtient une courbe qui permet, par 
regression non-lineaire, d ? estimer la constante de vitesse 

25 d ! activation du zymogene (k) , a l'aide de l r equation 
1 representant une croissance exponentielle de premier 
ordre : 

V t = V 0 +V ma: < (l-exp ( ~ kt) ) (Equation 1) 

dans laquelle V t represents la vitesse 

30 d f hydrolyse du substrat chromogenique au temps t, V 0 la 
vitesse d'hydrolyse du substrat chromogenique au temps zero 
(normalement nulle), V max la vitesse d'hydrolyse du substrat 
chromogenique a temps infini (lorsque tout le zymogene est 
active) . Si la condition de pseudo-premier ordre . est 

35 respectee, la valeur de k est egale a la concentration de 
l'activateur (la thrombine) multipliee par la k C at/K m de la 
reaction d f activation du zymogene. Cette methode permet done 
de comparer la capacite de la thrombine a activer les derives 
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du facteur X qui generent une activite amidolytique apres 

activation. A la seule condition qu ' une activite catalytique 

soit mesurable, cette methode est applicable quelque soit 

1' activite amidolytique generee : elle revient en fait a 

mesurer le pourcentage d' activation en fonction du temps. 
Quantification par electrophorese . 

Alternativement, si aucune activite catalytique 
n'est detectable, la capacite de la thrombine a cliver le 
derive du facteur X est detectee en gel de polyacrylamide- 
SDS. L' incubation du zymogene substrat avec son activateur 
est faite dans les memes conditions de pseudo-premier ordre 
que ci-dessus. Apres des temps d' incubation variables, un 
aliquote de 20 pi est preleve, et analyse par une 
electrophorese sur gel de polyacrylamide (12%, reticulation 
29/1) apres denaturation et reduction de 1 ' echantillon . 

Apres coloration au bleu de Coomassie, le gel est 
scanne, et 1 ' intensite de chaque bande de migration est 
estimee avec un logiciel d'analyse d'image (SCION- IMAGE, 
disponible a l'adresse http://www.scioncorp.com). 

Cette methode permet d'evaluer pour chaque 
prelevement le pourcentage de chaque forme du derive • de 
facteur X (monocatenaire inactif, bicatenaire inactif, active 
sous forme a, active sous forme j3) . En tracant 1' intensite 
des bandes correspondant aux formes activees en fonction du 
temps d' incubation du zymogene avec la thrombine, on obtient 
une courbe qui permet, par regression non-lineaire, d'estimer 
la constante de vitesse d' activation du zymogene (k), a 
l'aide de 1- equation 1 dans laquelle V t , V 0 et V max sont 
respectivement remplacees par : 1' intensite de la bande au 
temps t, au temps zero (normalement nulle) et a temps infini 
(lorsque 100% du zymogene est active) . Si la condition de 
pseudo-premier ordre est respectee, la valeur de k est egale 
a la concentration de 1' activateur (la thrombine) multipliee 
par la k„ t /K m de la reaction d' activation du zymogene. Dans 
la pratique, il est plus fiable d'evaluer la disparition du 
zymogene au cours du temps. En tracant 1' intensite des bandes 
correspondant aux formes zymogenes en fonction du temps 
d' incubation avec la thrombine on obtient une courbe qui 




permet, par regression non-lineaire, a 1 1 aide de 1' equation 
2 ci-apres (representant une decroissance exponentielle de 
premier ordre) , d'estimer la constante de vitesse 
d' activation du zymogene : 

d t = d 0 +d min exp ( ~ kt> (Equation 2) 

Dans cette equation, d t represente la densite au 
temps t, d 0 la densite au temps zero (qui est maximale) , d ro i n 
la densite au temps infini (qui est nulle lorsque tout le 
zymogene est active) . Si la condition de pseudo-premier ordre 
est respectee, la valeur de k est egale a la concentration de 
l'activateur (la thrombine) multiplie par la k ca t/K m de la 
reaction d r activation du zymogene, Cette methode est 
applicable quel que soit le derive du facteur X considere, 
mais elle est moins precise que la methode chromogenique . 

Les resultats sont illustres par le tableau V. 

La valeur de la k cat /K m pour l 1 activation de 
chaque derive du facteur X par la thrombine est donnee, ainsi 
que l'erreur standard (exprimee en pourcentage de la valeur 
obtenue) . 



TABLEAU V 



Derive 


k C at/K m (M s _i ) 


GD-FX 


no 


GDX-IVG 


<i 


GDX-IFG 


<1 


GDX-AVG 


1 10^ (±9%) 


GDX-IFR 


ND 


GDX-SVG 


<1 


GDX-SFR 


4 10 J (±27%) 



Comme son homologue plasmatique normal, le FX- 



recombinant n'est pas clivable par la thrombine de fagon 
detectable (ND) , de meme que le derive GD-FX . Au contraire, 
le derive GDX-SFR est clive tres rapidement par la 
thrombine : la valeur de la k cat /K m est de 4 10 3 M' 1 s" 1 , 
toutefois, le derive clive est depourvu d'activite 
amidolytique . Le derive GDX-SVG est egalement clive par la 
thrombine, mais ne genere pas non plus d f activite 
amidolytique detectable. La valeur de la k cat /K m pour le 
clivage par la thrombine du derive GDX-AVG est de 10 2 M" 1 s~\ 
et le derive active possede une activite amidolytique 
aisement detectable. Les autres derives du facteur X (GDX- 
IVG, GDX-IFG, et GDX-IFR) semblent clivables par' la 
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thrombine, mais la reaction est trop lente pour que la valeur 
de la k C at/K m puisse etre estimee de fagon fiable. 

EXEMPLE 5 : PREPARATION ET CARACTERI SAT I ON DE LA FORME 
ACTIVEE DES DERIVES DO FACTEUR X 

Pour mieux caracteriser l'activite catalytique 
(apres clivage) de chacun des derives du facteur X, plusieurs 
milligrammes de chaque derive ont ete actives et purifies. 

Les derives du facteur X portant en position P 3/ 
P 2 et P x de leur site d 1 activation la sequence LTR (FX- 
recombinant et derive GD-FX) ne sont pas clivables par la 
thrombine. lis ont ete actives par passage sur une colonne 
(5 ml) HITRAP NHS-activee (AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH) 
greffee a 5 mg/ml de gel avec de l'activateur isole du venin 
de la vipere de Russell (RVV-X) (KORDIA, Leiden, Pays-Bas). 
Quatre milligrammes de derive du facteur X en tampon Tris 
50 mM pH 7,5 contenant 150 mM NaCI, 5 mM CaCl 2 , et 0,2% (p/v) 
PEG 8000, sont introduits dans la colonne greffee par le RVV- 
X. La colonne est fermee aux deux extremites, et 1' incubation 
est prolongee pendant 16 heures a temperature ambiante. Le 
derive active est elue par du Tris 50 mM pH 7,5 contenant 
0,5 M NaCI et 5 mM CaCl 2 . L' eluat contient principalement la 
forme activee mais 1 ! activation n'est pas tou jours complete. 
Pour enrichir 1 1 eluat en forme activee, il est dilue au 
1/3 en Tris 50 mM pH 7,5 contenant 5 mM de CaCl 2 (pour 
reduire la force ionique) , charge sur une colonne HITRAP 
heparine-SEPHAROSE de 1 ml (AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH), et 
elue par du tampon Tris 50 mM pH 7,5 contenant 0,5 M NaCI et 
5 mM de CaCl 2 . 

Les autres derives du facteur X, qui sont 
activables (meme lentement) par la thrombine ont tous ete 
actives par passage sur une colonne (1 ml) HITRAP NHS-activee 
(AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH) greffee par 1 mg/ml de gel avec 
de la thrombine. Les conditions d 1 incubation (concentration, 
tampon, temperature et duree) sont les memes que pour 
1' activation par passage au travers de la colonne greffee par 
du RVV-X; l'elution de la colonne et la purification de la 
forme activee du derive sur heparine-SEPHAROSE egalement. 
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La sequence N-terminale de la chaine lourde 
produite par activation des differents derives du facteur X a 
ete determinee par microsequencage . Chaque sequence obtenue 
correspond sans ambiguite a l'extremite N-terminale attendue 
pour la chaine lourde de la forme activee du derive considere 
(IVG, IFG, IFR, AVG, SVG ou SFR) apres clivage entre les 
residus Pi et Pi' du site d ' activation . 
Interaction avec les peptides chloromethyl-cetone : 

Les peptides chloromethyl-cetone sont des 
inhibiteurs irreversibles des serine-proteases, qui forment 
un complexe equimoleculaire et covalent avec leur cible . La 
vitesse de 1 ' interact ion d'un peptide chloromethyl-cetone 
avec une protease depend de la sequence qui precede le groupe 
chloromethyl-cetone. Ces inhibiteurs permettent en fait 
d'evaluer l'integrite du site act if de la cible : la 
constante de vitesse de la reaction (la k oa ) est en effet une 
signature qui est specifique a chaque couple 
inhibiteur/protease . L'un des peptides chloromethyl-cetone 
les plus reactifs avec la forme activee du facteur X est le 
D-Phe-Phe-Arg-CH 3 C1 (D-FFR-CK, commercialise par CALBIQCH.EM, 
Meudon, France) . Lorsque la reaction est faite en conditions 
de pseudo-premier ordre, la k 0Tl peut etre estimee meme si 
l'on ne connait pas precisement la concentration de la cible. 
Connaissant la Jc on , il est possible de predire les conditions 
experimentales qui permettront de titrer avec precision la 
concentration en site actif de la protease (voir ci-dessous) . 
Cette titration est un prealable pour une veritable 
caracterisation f onct ionnelle . 

Dans un volume reactionnel de 10 ul, une quant ite 
suffisante de la forme activee du derive du facteur X pour 
obtenir une activite amidolytique aisement detectable est 
incubee pendant un temps donne en presence d'une 
concentration fixe de D-FFR-CK en tampon cinetique a 25°C. La 
concentration des reactifs est en fait tres variable : 30 nM 
a 1,8 pM de forme activee (d* apres l'absorbance a 280 nm) 
selon le derive du facteur X pour avoir une activite 
amidolytique aisement detectable (10% d'hydrolyse du substrat 
chromog^nique en 30 minutes) . La concentration de D-FFR-CK 
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ajoutee doit etre largement superieure a celle de sa cible, 
de fagon a ce que la reaction se produise en conditions de 
pseudo-premier ordre. La concentration de D-FFR-CK -ne doit 
toutefois pas etre trop forte, sinon la reaction est trop 
rapide. Typiquement, trois concentrations de D-FFR-CK sont 
essayees, qui correspondent a 10, 20, et 40 fois celle de la 
cible (estimee par son absorbance a 280 nm) . La meme 
experience est recommencee une douzaine de fois, en variant 
le temps d* incubation d'une experience a 1* autre (de 
10 secondes pour la premiere a 5 heures pour la derniere, de 
telle sorte que le temps d r incubation pour une experience 
donnee soit egal au double de celui de la precedente) . A 
1' issue de chaque incubation, 190 jllI de S2765 100 \xM en 
tampon cinetique sont ajoutes, et 1'activite amidolytique 
residuelle est mesuree en enregistrant la variation de 
l f absorbance a 405 nm en fonction du temps (c r est-a-dire la 
Vitesse initiale d'hydrolyse du S2765) a l'aide d'un lecteur 
de microplaque MR5000. En tragant la vitesse d'hydrolyse du 
S2765 en fonction du temps d' incubation de l'inhibiteur avec 
sa cible, on obtient une courbe qui permet, par regression 
non-lineaire, a l'aide de 1' equation 2, d'estimer ' la 
constante de vitesse d ' inactivation de la forme activee du 
derive du facteur X. Les parametres d t , d 0 et d min de 
l f equation 2 representent dans ce cas 1'activite residuelle 
au temps t, 1'activite initiale (qui est maximale) , et 
1'activite a temps infini (qui est norrnalement nulle) . Si la 
condition de pseudo-premier ordre est respectee, la valeur 
obtenue pour k est egale a la concentration de l f inhibiteur 
multipliee par sa k on pour 1' enzyme. 

Les valeurs de la ^ on du D-FFR-CPC pour les formes 
activees des derives du facteur X obtenues sont resumees dans 
le tableau VI, ainsi que l'erreur standard (exprimee en 
pourcentage de la valeur obtenue) . La /c on pour les derives 
depourvus d'activite catalytique ne peut pas etre determinee 
par la methode utilisee (ND) . 
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TABLEAU VI 



Derive 



FX plasmatique 



GD-FX 



GDX-IVG 



GDX-IFG 



GDX-AVG 



GDX-IFR 



GDX-SVG 



GDX-SFR 



k on (M~ J " s"') 



2304 (±1%) 



2233 (+3%) 



2250 (±4%) 



104 (±4%) 



2 (+10%) 
ND 



ND 



ND 



La valeur de la Jc on de la forme activee du derive 
du FX- recombinant, de la forme activee du derive GD-FX, et de 
la forme activee du derive GDX-IVG sont toutes similaires a 
5 celle obtenue avec la forme activee du facteur X d'origine 
plasmatique. Ce resultat etait attendu : les zymogenes de ces 
derives du f acteur X different par la presence ou non d'un 
domaine Gla ainsi que par les residus P 3 et P 2 en amont du 
site deactivation, mais le domaine catalytique du produit de 
10 leur activation est identique. 

La valeur de la k OD pour la forme activee du 
derive GDX-IFG est 20 fois plus faible : ceci suggere que le 
sillon catalytique de ce derive du f acteur X n'est pas 
strictement preserve par la mutation. La valeur de la k on 
15 pour la forme activee du derive GDX-AVG est 1000 fois 
inferieure. Les derives du facteur X qui, apres clivage, sont 
depourvus d'activite amidolytique detectables (GDX-IFR, GDX- 
SVG et GDX-SFR) ne peuvent pas etre analyses par cette 
methode . 

20 Titration de la forme activee des der ives du facteur X : 

La concentration en site actif de la forme 
activee des derives du facteur X est une grandeur qu'il est 
indispensable de determiner pour pouvoir evaluer l'activite 
catalytique effective de chaque mutant. L'absorbance a 280 nm 

25 permet bien de calculer la concentration de la protease 
purifiee, mais elle ne fournit aucune indication sur la 
proportion en forme active de 1 ' echantillon . Au contraire, la 
titration permet d'estimer la concentration en forme active, 
quelque soit le pourcentage de forme zymogene residuelle ou 

30 l'activite intrinseque du mutant par rapport a la protease 
normale . 



Une methode tres precise pour titrer les serine- 
proteases repose sur 1 ' utilisation d 1 un peptide chloromethyl- 
cetone, a la condition que 1* enzyme possede une activite 
catalytique mesurable et que la demi-vie de la reaction du 
titrant avec sa cible puisse etre predite. Trois des formes 
activees de derives du facteur X repondent a ces cri teres, et 
ont ete titrees par cette methode : en mesurant 1' activite 
amidolytique residuelle apres incubation avec des 
concentrations croissantes d' inhibiteur . Le peptide 
chloromethyl-cetone utilise est le D-FFR-CK dont la valeur de 
la ^ cn pour chaque cible a ete determinee ci-dessus. 

Des concentrations croissantes de D-FFR-CK, 
comprises entre 20 nM et 12 uM, sont incubees avec une 
quantite fixe (0,5 a 1 uM) de la forme active du derive du 
facteur X a titrer, en tampon cinetique a 25 °C. L' incubation 
est prolongee jusqu'a ce que la reaction soit complete : 
c'est-a-dire qu * un minimum de 10 demi-vies soient couvertes 
(la demi-vie de la reaction est egale au logarithme neperien 
de 2 divise par le produit de la k on avec la concentration de 
1 'inhibiteur) . A 1 ' issue de cette incubation, 190 ul de 
S2765 100 uM en tampon cinetique sont ajoutes, et 1' activite 
amidolytique residuelle est mesuree en enregistrant la 
variation de 1 1 absorbance a 405 nm en fonction du temps 
(c'est-a-dire la vitesse initiale d'hydrolyse du S2765) a 
l'aide d'un lecteur de microplaque MR5000. En tracant la 
vitesse d'hydrolyse du S2765 en fonction de la concentration 
en D-FFR-CK, on obtient une droite dont l'abscisse a 
l'origine -correspond a la concentration initiale en enzyme 
active (LE BONNIEC et al., Biochemistry. , 33, 3959-3966, 
1994). 

La forme activee du derive GDX-AVG n'a pas pu 
etre titree par cette methode, parce que la valeur de la *: on 
du D-FFR-CK (2 M" 1 s" 1 ) est trop faible pour permettre 
d'achever la reaction dans un temps raisonnable : en presence 
d'un uM de D-FFR-CK, il faudrait prolonger la reaction 
15 jours pour couvrir une dizaine de demi-vies alors que la 
stabilite du D-FFR-CK ne depasse pas 48 heures a pH 7,5. Les 
formes "activees" des derives du facteur X qui sont depourvus 
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d'activite amidolytique detectable (GDX-IFR, GDX-SVG et GDX- 
SFR) n'ont pas non plus ete titres a 1 • aide de D-FFR-CK . Pour 
ces derives, le pourcentage de forme active a simplement ete 
estime par densitometrie apres electrophorese en gel de 
polyacrylamide (12%, reticulation 29/1), apres denaturation 
et reduction de 1 ' echantillon (come decrit ci-dessus pour 
1- identification des clones de BHK-21 producteurs d'un derive 
du facteur X) . Apres coloration au bleu de Coomassie, le gel 
est scanne, et 1'intensite des bandes correspondant aux 
chaines lourdes a et p activees est comparee a celles des 
formes non clivees residuelles a 1 ' aide du logiciel d« analyse 
SCION-IMAGE. Cette methode permet d'evaluer le pourcentage de 
forme activee de chaque aliquote de derive de facteur X- En 
comparant ce pourcentage en forme activees avec la 
concentration totale estimee par l'absorbance a 280 nm, on en 
deduit la concentration effective en formes a et p activees. 

Cette methode est plus lourde que la precedente, 
mais suffisamment fiable pour pouvoir faire une 
caracterisation f onctionnelle des mutants concernes. 

Activate amidolytique : 

L'activite amidolytique des serine-proteases ne 
fait intervenir que leur sillon catalytique et leur systeme 
de relais de charges. Elle est mesuree a 1 ' aide de substrats 
synthetiques composes d'un petit peptide portant en C- 
terminal un groupe para-nitroanilide ; lors de l'hydrolyse de 
ces substrats, du para-nitroaniline (pNA) , facilement 
detectable a 405 nm, est libere. Ces peptides permettent une 
caracterisation tres fine de la machinerie catalytique d'une 
protease : la k cac et la K m pour l'hydrolyse de 1 ' un de ces 
substrats constituent ici encore une signature qui est unique 
pour chaque couple enzyme/substrat . La mesure de l'activite 
amidolytique des formes activees des derives du facteur X 
permettait done de detecter si leur machinerie catalytique 
etait alteree ou non. Deux substrats chromogeniques ont ete 
utilises pour cette analyse : le S2765, et le Benzyl-CO-Ile- 
Glu- (y-OR) -Gly-Arg-pNA (S2222) commercialise par BIOGENIC. 

La determination des valeurs de la k cat et de la 
K m des formes activees des derives du facteur X est faite en 
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tampon cinetique, a 25°C. Des concentrations variables de 
substrat (comprises entre 6 et 800 uM) sont incubees avec une 
quantite fixe de la forme activee du derive du facteur Xa 
(10 nM a 0,5 |.iM selon la forme activee du derive du 
facteur X, de telle sorte qu'au moins 10% du substrat 
chromogenique soit hydrolyse en 30 minutes) . La variation de 
l'absorbance a 4 05 nm en fonction du temps est enregistree a 
l'aide d'un lecteur de microplaques MR5000, et la vitesse 
initiale d' hydrolyse estimee par regression lineaire (seules 
les absorbances correspondant au plus a 15% d' hydrolyse du 
substrat sont prises en compte pour 1' analyse). La valeur de 
la k cat et de la K ra sont estimees par regression non-lineaire 
de la variation de la vitesse initiale d • hydrolyse en 
fonction de la concentration initiale en substrat a l'aide de 
1' equation de Michaelis-Menten . 

Les valeurs de la k cat et de la K ra et du rapport 
kcat/K m du S2222 et du S2765, ainsi que 1 • erreur standard 
(exprimee en pourcentage de la valeur obtenue) , pour- les 
formes activees des derives du facteur X sont indiquees dans 
le tableau VII. 

Ces constantes ne peuvent pas etre estimees pour 
les derives depourvus d'activite amidolytique detectable 
(ND) . 
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TABLEAU VII 



Derive 



FX plasmatique 



FX recombinant 



GD-FX 



GDX-IVG 



GDX-IFG 



GDX-AVG 



GDX-IFR 



Benzyl-CO-lle-Glu-(Y-QRVGlv-Arg-pNA (S2222) 
Z / • t^ji \ I kcat is" 1 ) 



260 (±15%) 



* 210 (±5%) 



480 (±5%) 



410 {±6%) 



1500 (±8%) 



1300 (±28%) 



79 (±6%) 



59 (±2%) 



68 (±2%) 



107 (±3s) 



8 (±5%) 



1 (±17%) 



ND 



ND 



3 10* 



3 10- 



1 10 D 



3 10 3 



5 10 J 



5 10' 



ND 



GDX-SVG 



ND 



ND 



ND 



GDX-SFR 



ND 



ND 



ND 



Derive 



FX plasmatique 



FX recombinant 



GD-FX 



GDX-IVG 



GDX-IFG 



GDX-AVG 



GDX-IFR 



GDX-SVG 



N-g-Z-Am-Glv-Arq-pNA (S2765) 



K ra (uM) 



90 (±24%) 



65 (x6%) 



80 (±14%) 



75 (±14%) 



820 (±6%) 



3750 (±21%) 



ND 



ND 



teat 



(s ) 



182 (±7%) 



126 (±2%) 



89 (±4%) 



153 (±4%) 



61 (±3%) 



19 (±18%) 



ND 



ND 



kca t/K m (M" 1 S~ X ) 



2 10' 



2 10' 



1 10' 



2 10' 



7 10 



5 10- 
ND 



ND 



GDX-SFR 



ND 



ND 



Les valeurs de la k cat et de la K m pour la forme ' 
activee du derive du FX-recombinant , celles de la forme . 
activee du FX-recombinant depourvu de domaine Gla, et celles 
du derive GDX-IVG sont similaires a celles obtenues pour- la 
forme activee du facteur X d'origine plasmatique (elles 
different au plus d'un facteur deux). Hormis 1' epitope en C- 
terminal, le domaine catalytique qui est forme lors de 
1' activation de ces derives du facteur X est identique, 
aussi, comme pour la /c on du D-FFR-CK, il etait attendu que 
leurs activites amidolytiques soient au minimum comparables . 
II est interessant de noter que 1' absence du domaine Gla n' a 
pas de consequences notables sur l'activite amidolytique de 
la forme activee du derive : ceci suggere qu'il n'influe pas 
sur la structure du sillon catalytique de la forme activee du 
facteur X. En comparaison, la valeur de la k cat de la forme 
activee du derive GDX-IFG est diminuee (de 10 fois pour le 
S2222 et de 3 fois pour le S2765) ; de meme la valeur de la K m 
est augmentee (de 5 a 10 fois) . Au total la kcat/KMn, pour ces 
substrats chromogeniques est de 30 a 50 fois plus petite que 
pour la forme activee du facteur X normal, une diminution qui 
est done du meme ordre de grandeur que celle observes pour la 
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15 



k on du D-FRR-CK (2 fois) . La diminution de la valeur de la 
k cdt de la forme activee du derive GDX-AVG est en proportion 
beaucoup plus marquee (une centaine de fois pour le S2222 
une dizaine pour le S2765) , de meme 1 ' augmentation de la K m 
(5 fois plus elevee pour le S2222, 40 fois pour le S2765) . Au 
total la k cat /K m pour ces substrats chromogeniques est de 
400 a 600 fois plus petite que pour la forme activee du 
facteur X normal; ces valeurs concordent avec la diminution 
observee pour la k on du D-FFR-CK (1000 fois). Ces resultats 
confirment que les mutations portees par les derives GDX-IFG 
et GDX-AVG induisent bien des modifications structurales dans 
le sillon catalytique et/ou perturbent l'activite du systeme 
de relais de charges. 

Activite au se in du complexe prothrombins e : 

Le facteur Xa natif n'est pas une enzyme tres 
active comparee a la trypsine ou a la thrombine. 
Physiologiquement, ce n'est que lorsque 1' enzyme se lie a son 
cofacteur (le facteur Va de la coagulation), en presence de 
phospholipides et de calcium, que la reaction d' activation de 
la prothrombins devient tres rapide (la reaction est des 
milliers de fois plus rapide en presence des cofacteurs qu'en 
leur absence). L'activite au sein du complexe prothrombinase 
est toutefois fortement dependante de la presence d'un 
domaine Gla : sans lui, l a vitesse n'est augmentee, au plus, 
25 que de 50 fois. Cette difference est cependant largement 
suffisante pour permettre de detecter si la forme activee des 
derives du facteur X interagit ou non avec le facteur Va, et 
surtout si le cofacteur lui permet ou non d'activer 
efficacement la prothrombine . Les Inventeurs ont done compare 
la vitesse d' activation de la prothrombine par chacune des 
formes activees des derives du facteur X, en presence comme 
en absence de facteur Va, de phospholipides, et de calcium. 

L'effet cofacteur du facteur Va (KORDIA) est 
etudie en systeme purifie strictement controle : la 
prothrombine en particulier est immunopurif iee (LE BONNIEC et 
al. J. Biol. Chem., 266, 13796-803, 1991; LE BONNIEC et al , 
1992, precite), afin d'etre exempte de toute trace de forme 
activee (facteur X ou de thrombine). L'activation de cette 
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prothrombin est detectee par la formation de thrombine qux 
en resulte. La reaction est suivie en continu grace a la 
presence dans le milieu reactionnel d'un substrat 
chromogenique, le H-D-Phe-Pip-Arg-pNA (S2238, BIOGENIC) , qui 
est beaucoup plus sensible a la thrombine qu - a la forme 
activee du facteur X. Au temps zero, il n'y a pas de 
thrombine et le S2238 n'est hydrolyse que de facon 
insignifiante par la forme activee du derive du facteur X. 
Durant la reaction, la concentration de thrombine augmente 
lineairement au cours du temps (lorsque la reaction 
d' activation de la prothrombine par la forme activee du 
derive du facteur X est en phase stationnaire) . La vxtesse 
d' hydrolyse du S2238 est directement proportionnelle a la 
concentration de thrombine, mais celle-ci augmente au cours 
du temps. La vitesse de clivage n'est done pas constante, 
elle va de plus en plus vite : la reaction accelere. On peut « 
montrer (KOSOW, Thromb. Res. Suppl., 4, 219-227, 1974) que la 
quantite de pNA relarguee' par le S2238 hydrolyse (done 
1'absorbance a 405 nm du melange) est proportionnelle au , 
coefficient d' acceleration de la reaction multiplie par le 
carre du temps; le coefficient d ■ acceleration etant lux 
directement proportionnel a la vitesse initiale de la. 
formation de thrombine. En pratique, 195 ul de tampon- 
cinetique contenant 100 uM de S2238, 0,5 uM de prothrombxne, 
35 uM de vesicules phospholipidiques (melange de 
phosphatidylserine et phosphatidylcholine dans une proportion 
de 20%-80% p/p), en presence ou non de 20 nM de facteur Va 
sent preincubes a 37°C dans une plaque de microtitration. La 
reaction est declenchee par 1- addition de 2,5 nM de la forme 
30 activee du derive du facteur X (5ul a 50 nM) , et la 
variation de l'absorbance a 405 nm en fonction du temps est 
enregistree a 1' aide d'un lecteur de microplaque MR5000. En 
tracant l'absorbance a 405 nm en fonction du temps 
d' incubation, on obtient une courbe qui permet, pax- 
regression non-lineaire, d'estimer c, le coeffxexent 
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d' acceleration de la reaction, a l'aide de 1- equation 3 
A 405 = Ao+bt+ct 2 (Equation 3) 
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dans laquelle A Q represente l'absorbance initiale 
du melange a 405 nm (avant addition de 1' enzyme), et b la 
Vitesse d'hydrolyse du S2238 par la forme activee du derive 
du facteur X (qui est negligeable dans la pratique) . Si la 
reaction deactivation de la prothrombine par la forme activee 
du derive du facteur X est en phase stationnaire, et si la 
concentration residuelle en S2238 non hydrolyse reste 
largement superieure a sa K m pour la thrombine (3,6 uM) , le 
parametre c est ef fectivement proportionnel a la vitesse 
initiale d' activation de la prothrombine par la forme activee 
du derive du facteur X. Afin de remplir ces conditions, seuls 
les points experimentaux correspondants a moins de 15% 
d'hydrolyse de chaque substrat (prothrombine et S2238) sont 
pris en compte pour 1' analyse par regression non-lineaire . 
Cette approche ne permet pas d'estimer les constantes 
catalytiques de 1' activation de la prothrombine par la forme 
activee des derives du facteur X, elle permet seulement, 
lorsque la reaction est faite dans des conditions identiques, 
de comparer l'activite de deux enzymes (ici l'activite de 
chaque forme activee de derives du facteur X est comparee a 
celle de la forme activee depourvu de domaine Gla qui serf de 
reference) . 

Les resultats obtenus sont resumes dans le 
tableau VIII. 

Les coefficients d ' acceleration de la liberation 
de pNA par la thrombine genere par le complexe prothrombinase 
(+ facteur Va) ou par le derive active du facteur X seul {- 
facteur Va) sont indiques, ainsi que 1 1 erreur standard 
(exprimee en pourcentage de la valeur obtenue) . 



TABLEAU VIII 



Derive 


+ facteur Va 


- facteur Va 


GD-FX 


4,2 KT* (±2%) 


8,8 l(T b (±2%) 


GDX-IVG 


1,1 lO" 41 (±1<J) 


2,8 10~ 5 (±2%) 


GDX-IFG 


4,9 10" d (±1%) 


1,0 10"*' (±2^) 


GDX-AVG 


3,1 10"° < + l«) 


9,6 10*"' (±2%) 


GDX-IFR 


3,3 lCT b (±1%) 


^ ND 


GDX-SVG 


ND 


ND 


GDX-SFR 


ND 


ND 



En presence de phospholipides et de calcium (mais 
'absence de facteur Va) 1 ' activation de la prothrombine 
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est tres lente et dif f icilement detectable, y compris pour la 
forme activee du facteur X depourvu de domaine Gla ou celle 
de son derive GDX-IVG; 1' addition de facteur Va augmente la 
Vitesse d' activation de la prothrombine de 50 et 10 fois, 
respectivement. En 1 ' absence de facteur Va, 1' activation de 
la prothrombine n'est detectable pour aucune des autres 
formes activees de derives du facteur X (GDX-AVG, GDX-IFG, 
GDX-IFR, GDX-SVG et GDX-SFR) . L'addition de facteur Va permet 
d'augmenter considerablement la vitesse d' activation de la 
prothrombine par la forme activee du derive GDX-AVG : celle- 
ci n'est plus que 13 fois inferieure a celle que l'on obtient 
pour la forme activee de son homologue non mute (GDX-IVG) . 11 
semble done que le facteur Va restaure en grande partie 
l'activite catalytique de la forme activee du derive GDX-AVG, 
puisque, comparee a son homologue non mute, les sondes du 
sillon catalytique (D-FFR-CK, S2765 et S2222) trahissaient 
une efficacite de catalyse diminuee d 1 au moins 400 fois. Avec 
les autres formes activees de derives du facteur X (GDX-IFG, 
GDX-IFR, GDX-SVG et GDX-SFR) l'addition de facteur Va est 
loin d' avoir un effet aussi marque : elle ne permet tou jours 
pas de detecter une activation de la prothrombine (ND) . . ; 
Inhibition par 1 ' antithrombine : 

Le plus puissant inhibiteur plasmatique de la. 
forme activee du facteur X est 1' inhibiteur de la voie du 
facteur tissulaire (TFPI), la valeur de sa k on pour 
1' interaction avec la forme activee du facteur X est 
superieure a 10 5 M" 1 s" 1 . Toutefois, la concentration 
plasmatique du TFPI (2,5 nM) fait que cet inhibiteur joue un 
role relativement mineur dans 1 ' inhibition de la forme 
activee du facteur X (sa cible physiologique est plutot le 
facteur Vila de la coagulation) . 

L'antithrombine (seule) est un inhibiteur 
relativement moins puissant puisque la valeur de sa k on pour 
1- interaction avec la forme activee du facteur X n'est que de 
l'ordre de 10 4 M" 1 s" 1 . La concentration plasmatique de 
l'antithrombine (2,3 uM) en fait cependant le principal 
inhibiteur physiologique du facteur Xa : a cette 
concentration, la demi-vie plasmatique de la forme activee du 
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facteur X ne serait que de 30 secondes (nous avons 
experimentalement mesure une minute, voir ci-dessous) . 
Surtout, en presence d'heparine, la valeur de la ;c on de 
l'antithrombine pour 1 ' interaction avec la forme activee du 
facteur X depasse 10* M -1 a" 1 , c'est-a-dire que, pour une 
concentration plasmatique d ' antithrombine de 2,3 uM, l a 
neutralisation de la protease se produit en quelques secondes 
(la demi-vie ne serait plus que de 0,3 seconde) . H 6tait 
done essentiel de determiner la k on de 1 • interaction de 
l'antithrombine avec les formes activees des derives du 
facteur X, puisque toute augmentation de la demi-vie 
plasmatique prolongerait 1- action procoagulante du derive du 
facteur X, done potentialiserait son effet anti-hemophilique . 

Les Inventeurs ont determine la capacite de 
chaque forme activee des derives du facteur X a former un 
complexe covalent stable avec l'antithrombine. lis ont 
egalement estime la valeur de la k on de l'antithrombine (en 
presence et en absence d'heparine) pour les formes activees 
de derives du facteur X ayant une activite amidolytique 
detectable (derive depourvu de domaine Gla, et derives GDX- 
IVG, GDX-IFG et GDX-AVG) . 

La mise en evidence de complexes covalents entre 
la forme activee des derives du facteur X (1 U M) et 
l'antithrombine (2 uM ; purifiee a partir de plasma humain 
selon la technique decrite par MCKAY (Thromb. Res., 21, 375- 
382, 1981) est faite en presence de 2 unites/ml d'heparine 
^(KORDIA). L' incubation est prolongee pendant une heure a 
25°C, et le melange reactionnel est analyse par une 
electrophorese sur gel de polyacrylamide (10%, reticulation 
29/1), apres denaturation et reduction de 1 ' echantillon . 
Apres coloration au bleu de Coomassie, la presence de 
complexes covalents entre la forme (inactivee) du derive du 
facteur X et l'antithrombine se traduit par la diminution de 
l'intensite de la bande correspondant a l'antithrombine 
(60 kDa), une diminution de l'intensite de la bande 
correspondant a la forme activee du derive du facteur X 
(31 kDa), et l'apparition d'une nouvelle bande d ' un poids 
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moleculaire plus eleve (environ 100 kDa) , correspondant au 

complexe covalent. 

Les resultats sont illustres par la Figure 3. 
Pistes 1 et 8: antithrombine seule; pistes 2 et 
3 : derive GDX-IVG sans et avec antithrombine ; pistes 4 et 
5 : derive GDX-IFG sans et avec antithrombine ; pistes 6 et 
7 : derive GDX-IFR sans et avec antithrombine ; pistes 9 et 
10 : derive GDX-SVG sans et avec antithrombine ; pistes 11 et 
12 : derive GDX-SFR sans et avec antithrombine ; pistes 13 et 
14 : derive GDX-AVG sans et avec antithrombine. 

La formation d'un complexe se traduit par 
1' apparition d ' une bande de haut poids moleculaire (pistes 3, 
5, 7, 10, et 14), qui est absente lorsque 1 1 antithrombine 
(pistes 1 et 8), ou 1 ' une des formes activees des analogues 
du facteur X (pistes 2, 4, 6, 9, 11, 13) sont utilisees 
seules. Un seul analogue du facteur X (GDX-SFR, piste 12) ne 
permet pas la formation d'un complexe covalent detectable. 

Toutes les formes activees des derives du 
facteur X (sauf le derive. GDX-SFR) sont done capables, en 
presence d'heparine, de former un complexe covalent stable 
avec 1" antithrombine, y compris le derive GDX-SVG, pourtant 
denue de toute activite catalytique detectable. 

La methode retenue pour estimer la k 0 u de 
1 ' antithrombine pour la forme activee du derive du facteur X 
depend de la demi-vie des reactants. La methode n'est pas la 
meme selon que la demi-vie est superieure a trois minutes, 
comprise entre 15 secondes et trois minutes ou inferieure a 
15 secondes. La reaction doit etre faite (sauf impossibilite, 
voir ci-dessous) en conditions de pseudo-premier ordre : 
e'est-a-dire que la concentration de l'inhibiteur 
(1' antithrombine) doit etre au minimum de 10 fois celle de sa 
cible (la forme activee du derive du facteur X) . Par 
ailleurs, la concentration de la cible doit etre suffisante 
pour pouvoir detecter aisement son activite amidolytique 
residuelle (10 nM a 1 uM selon la forme activee du derive du 
facteur X, de telle sorte qu ' idealement 10% du substrat 
chromogenique soit hydrolyse en 30 minutes) . Ces deux 
contraintes limitent considerablement le choix de la 
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concentration des reactants : la concentration 

d'antithrombine doit etre au minimum de 0,1 a 10 uM (selon la 
cible) . La demi-vie de la cible (egale au logarithme neperien 
de 2 divise par le produit de la concentration de 
l'inhibiteur avec sa k on pour la cible) determine la methode 
a utiliser. Pour des demi-vies superieures a trois minutes, 
la methode utilisee est la meme que celle decrite pour 
1' estimation de la k on du D-FFR-CK : elle consiste a 
determiner l'activite residuelle contenue dans des aliquotes 
preleves a des temps varies, de fagon a couvrir une dizaine 
de demi-vies. Pour des concentrations d'antithrombine 
comprises entre 0,1 et 10 j.iM, cette approche ne permet 
d'estimer que des k on au plus egales a 2 10 4 M" 1 s" 1 . Lorsque 
la demi-vie de la reaction est inferieure a trois minutes, la 
mesure discontinue de l'activite residuelle (par prelevement 
d' aliquotes) devient dif f icilement praticable. Dans ce cas, 
tou jours avec des concentrations d'antithrombine comprises 
entre 0,1 et 10 uM (done des k on superieures a 2 10 4 NT 1 s -1 ) , 
la reaction est suivie en continue grace a la presence dans 
le milieu reactionnel de S2765. La vitesse d'hydrolyse du 
S2765 est directement proportionnelle a la concentration 
residuelle de la forme activee du facteur X. Au temps zero, 
l'activite amidolytique est maximale puisque aucune 
inhibition ne s'est encore produite. Si les conditions de 
pseudo-premier ordre sont respectees, la concentration de la 
forme activee du derive du facteur X diminue au cours du 
temps en suivant une exponentielle decroissante de premier 
ordre. La vitesse de clivage n'est pas constante : elle 
ralentit jusqu'a devenir nulle (lorsque la totalite de la 
cible a ete neutralisee) . On peut montrer (CHA, Biochem. 
Pharmacol., 24, 2177-2185, 1975; STONE & HOFSTEENGE, 
Biochemistry, 25, 4622-4628, 1986) que la quantite de pNA 
relarguee par l'hydrolyse du S2765 (done 1 • absorbance a 
405 nm du melange reactionnel) augmente en suivant une 
exponentielle croissante de premier ordre qui peut etre 
analysee par regression non-lineaire a 1'aide de 
1' equation 4 : 

A 40 5 = Ao+Vi (l-exp ( - Ikt ')/k (Equation 4) 




dans laquelle A 0 represente 1 ' absorbance initial© 
a 405 nm, Vi la vitesse d' hydrolyse du S2765 en 1' absence 
d'antithrombine, I la concentration de 1 ' antithrombine et k 
la constante de vitesse de pseudo-premier ordre de la 
reaction d ' inhibition . Durant la reaction, 1 ' inhibiteur est 
en competition avec le substrat pour 1 ' interaction avec 
1' enzyme, aussi, la valeur de la k on de 1 ■ antithrombine pour 
la forme activee du derive du facteur X est liee a k par la 
relation : 

k on = k (1+S/K m ) (Equation 5) 

dans laquelle- S represente la concentration 
initiale du substrat chromogenique (le S2765) et K m sa 
constante de Michaelis pour la forme activee du derive du 
facteur X (determinee lors • de la caracterisation de 
l'activite amidolytique) . Cette methode permet de mesurer des 
demi-vies de 1 ' ordre de 15 secondes, soit (pour des 
concentrations d'antithrombine comprises entre 0,1 et 10 uM) 
d'estimer des k on au plus egales a 2 10 5 M" 1 s" 1 . Pour des 
concentrations de formes activees des derives du facteur X 
comprises entre 10 nM et 1 uM, lorsque la demi-vie de la 
reaction est inferieure a 15 secondes, 1' amplitude du signal 
(1' absorbance a 405 nm) est trop faible pour permettre une 
mesure fiable en continue de l'activite residuelle (augmenter 
la concentration de 1 ' enzyme exigerait, d' augmenter celle de 
1' antithrombine pour respecter la condition de pseudo-premier 
ordre, done a diminuer encore la demi-vie) . Aussi, lorsque la 
k on est superieure a 2 10 5 M _1 s' 1 , la reaction n'est plus 
faite en conditions de pseudo-premier ordre, mais en 
conditions de deuxieme ordre. La condition de pseudo-premier 
ordre impose que la concentration de 1 ' antithrombine reste 
(en apparence) constante durant toute la reaction; e'est le 
cas lorsqu'elle est en large exces par rapport a la cible. Si 
la concentration de 1 1 inhibiteur est moins de dix fois 
superieure a celle de sa cible, la diminution de la 
concentration de 1 ' inhibiteur (par formation d'un complexe 
avec sa cible) ne peut plus etre negligee. Durant la 
reaction, les concentrations de 1 ' inhibiteur et de sa cible 
varient toutes deux au cours du temps, ce qui' complique 
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singulierement 1 'analyse. II reste toutefois possible 
cTobtenir une amplitude du signal suffisante et de suivre la 
cinetique de l f inhibition en presence d l un substrat 
chromogenique en conditions de deuxieme ordre. On peut 
5 montrer que (dans ce cas) l'absorbance a 405 nm du melange 
reactionnel augmente en suivant une courbe qui peut etre 
analysee par regression non-lineaire a l'aide de l r Equation 
6, dite de "Slow tight -binding inhibition" (CHA, 1975, 
precite; Biochem. Pharmacol, 25, 2695-2702, 1976; WILLIAMS ET 
10 MORRISON, Methods Enzymol, 63, 437-467, 1979) : 

P = V s t+(V 0 -V s ) (l-d)/(dk') ln{(l-d exp ( ~ k/t> ) / ( 1-d) } 

(Equation 6) 

dans laquelle P represente la concentration de 
pNA relarguee au temps t (directement proportionnelle a 
15 rabsorbance a 405 nm),V 0 la vitesse d'hydrolyse du S2765 en 
l f absence de 1 1 inhibiteur , et V s la vitesse finale' 
d'hydrolyse du S2765 (lorsque la reaction est termin^e) . Les 
parametres d et k' sont eux memes fonction de deux parametres 
(Fx et F 2 ) tels que : 
20 d = (F 2 -F 2 ) /(Fi + F 2 ) ; 

k' = k F 2 ; 

Fl = Ki'+I+E; 

F 2 = (F x 2 -4 E I) 1/2 . 

Dans ces relations, I represente la concentration 
25 initiale de 1 1 antithrombine, E celle de la cible, et Ki 1 la 
constante d ' inhibition apparente de 1 r interaction . La k on de 
1 1 antithrombine pour la forme activee du derive du facteur X 
est liee a k (qui a la meme signification que dans 1* equation 
4) par la relation donnee dans 1 T equation 5. 
30 La methode par prelevements discontinus 

d'aliquotes est utilisee pour estimer la k on de 
1 r antithrombine pour la forme activee du derive GDX-AVG (en 
presence comme en absence d'heparine). 

La reaction est faite en tampon cinetique 
35 contenant 1 mg/ml d'albumine bovine depourvue de proteases 
(SIGMA, St Quentin-Fallavier , France) et eventuellement 
2 unites par ml d'heparine (KORDIA) . Dans un volume 
reactionnel de 10 pi, une quantite suffisante de la forme 
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activee du derive GDX-AVG (0,5 jiM en presence d'heparine, 
1 uM en son absence) est incubee en presence d'un large exces 
d'antithrombine (5 \iM en presence d'heparine, 10 jaM en son 
absence), pendant un temps variable a 25°C. La meme 
experience est recommencee une douzaine de fois, en variant 
le temps d' incubation d'une experience a 1' autre (de 
10 secondes pour la premiere a 5 heures pour la derniere, de 
telle sorte que le temps d' incubation pour une experience 
donnee soit egal au double de celui de la precedente) . A 
1" issue de chaque incubation, 190 ul de S2765 (200 uM en 
tampon cinetique) sont ajoutes, et l'activite amidolytique 
residuelle est mesuree en enregistrant la variation de 
l'absorbance a 4 05 nm en fonction du temps (c ' est-a-dire la 
Vitesse initiale d'hydrolyse du S2765) a L'aide d'un lecteur 
de microplaque MR5000 . En tracant la vitesse d'hydrolyse du 
S2765 en fonction du temps d' incubation de l'inhibiteur avec 
sa cible, on obtient une courbe qui permet, par regression 
non-lineaire a l'aide de 1' equation 2, d'estimer la constante 
de vitesse d' inactivation . de la forme activee du derive du 
facteur X. Les parametres d t , d 0 et d miR de 1' equation 
2 representant respectivement : l'activite residuelle • au 
temps t, l'activite initiale (qui est maximale) , et 
l'activite a temps infini (qui est normalement nulle) - Si la 
condition de pseudo-premier ordre est respectee, la valeur 
obtenue pour k est egale a la concentration de l'inhibiteur 
multipliee par la k on de la reaction d ' inactivation de la 
forme activee du derive de facteur X. 

La methode par enregistrement en continu de 
l'absorbance a 4 05 nm dans des conditions de pseudo-premier 
ordre est utilisee pour estimer (en 1' absence d'heparine) la 
k on de 1 'antithrombine pour la forme activee du derive de 
facteur X depourvu de domaine Gla, et celles des formes 
activees des derives GDX-IVG et GDX-IFG. 

La cinetique est faite a 25°C, en tampon 
cinetique contenant 1 mg/ml d'albumine bovine depourvue de 
proteases, et suivie en continue grace a la presence dans le 
milieu reactionnel de 100 jjM S2765. La reaction est faite en 
microplaque dans un volume de 200 |Al si 1' amplitude du signal 
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permet de suivre la cinetique avec un lecteur de plaque. Dans 
le cas contraire, elle est faite en microcuvette dans un 
volume de 600 |.il en suivant la cinetique a l'aide d'un 
spectrophotometre (LAMBDA 14, PERKIN-ELMER (Courtaboeuf , 
France). La reaction est declenchee par 1' addition de 10 a 
25 nM de la forme activee du derive de facteur X (idealement 
de facon a ce qu 1 en absence d ' inhibiteur , 10% du substrat 
chromogenique soit hydrolyse en 60 minutes) . Pour chaque 
forme activee de derive du facteur X, la reaction est faite 
en presence de trois concentrations d' antithrombine, egales a 
10, 20, et 40 fois la concentration de la cible. En tracant 
l'absorbance a 405 ran en fonction du temps, on obtient une 
courbe qui permet, par regression non-lineaire a l'aide de 
1' equation 4 (representant une croissance exponentielle de 
premier ordre), d'estimer la constante de vitesse 
d' inactivation de la forme activee du derive du facteur X. Si 
la condition de pseudo-premier ordre est respectee, la k on de 
1' antithrombine pour la forme activee du derive de facteur X 
est donnee par 1' equation 5 qui prend en consideration la 
competition introduite par le substrat durant la cinetique. 

En presence d'heparine, si les conditions ' de 
pseudo-premier ordre sont respect ees, la demi-vie de la forme 
activee du derive du facteur X depourvu de domaine Gla ainsi 
que celle des formes activee des derives GDX-IVG et GDX-IFG 
est inferieure a 15 secondes . Diminuer les concentrations de 
1' antithrombine et de sa cible permettrait de respecter la 
condition de pseudo-premier ordre tout en augmentant la demi- 
vie, mais reduirait 1' amplitude du signal ; or, la 
sensibilite du spectrophotometre devient insuf f isante ' pour 
suivre une cinetique en continu lorsque 1' amplitude n ' est que 
de quelques milli-unites d • absorbance . En consequence, la 
cinetique de 1' inhibition par 1 ' antithrombine en presence 
d'heparine de la forme activee du derive du facteur X 
depourvu de domaine Gla ainsi que des formes activee des 
derives GDX-IVG et GDX-IFG est suivie en conditions de 
deuxieme ordre. 

La cinetique est faite a 25°C, en tampon 
cinetique contenant 1 mg/ml d'albumine bovine depourvue de 
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proteases, et 2 unites par ml d'heparine; elle est suivie en 
continue grace a la presence dans le milieu reactionnel de 
400 U-M S27 65. la reaction est faite en microcuvette dans un 
volume de 600 ul en suivant la cinetique a l'aide d'un 
spectrophotometre lambda 14. La reaction est declenchee par 
addition du minimum de forme activee du derive de facteur X 
compatible avec un signal fiable (1 a 2,5 nM selon le derive, 
de facon a ce qu'en absence d' inhibiteur, environ 10% du 
subs t rat chromogenique soit hydrolyse en 60 minutes) . Pour 
chaque forme activee de derive du facteur X, la reaction est 
faite en presence de deux concentrations d' antithrombine, 
egales a 2, et 3 fois la concentration de la cible. En 
tracant 1 ' absorbance a 405 nm en fonction du temps, on 
obtient une courbe qui permet,- par regression non-lineaire a 
l'aide de 1' equation 6 d'estimer la constante de vitesse de 
deuxieme ordre de la reaction. La k oa de 1 ' antithrombine pour 
la forme activee du derive de facteur X est donnee par 
1' equation 5 qui prend en consideration la competition 
introduite par le substrat durant la cinetique. 

Les resultats obtenus sont resumes dans le 
tableau IX. Les ' valeurs de la" k on (enM^s" 1 ) " de 
1' antithrombine en presence d'heparine (+ heparine) ou en son 
absence (- heparine) sont indiquees, ainsi que l'erreur 
standard (exprimee en pourcentage de la valeur obtenue) . 



Derive 


Jt„ (M" 1 s a ) 


- heparine 


+ heparine 


GD-FX 


1,2 10 4 (± 4%) 


1,3 10 7 (+ 1%) 


GDX-IVG 


5,8 10 3 (± 3%) 


2,0 10 7 (± 1%) 


GDX-IFG 


1,8 10 2 (± 2%) 


7,6 10 5 (± 1%) 


GDX-AVG 


10,0{± 11%) 


3,0 10" (± 6°6) 


GDX-IFR 


ND 


ND 


GDX-SVG 


ND 


ND 


GDX-SFR 


ND 


ND 



1- antithrombine pour la forme activee du derive du facteur X 
depourvu de domaine Gla et la forme activee du derive GDX-IVG 
sont similaires (elles different au plus d'un facteur deux). 
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En comparison, la valeur de la k on de 1 ' antithrombine pour 
la forme activee du derive GDX-IFG est 66 fois plus petite. 
Surtout, la valeur de la k on pour la forme activee du derive 
GDX-AVG est plus de 1000 fois inferieure a celle de son 
homologue non mute (1 ■ inhibition est en fait dif f icilement 
detectable). En presence d'heparine, la valeur de la k on de 
1' antithrombine pour les derives actives du facteur X 
augmente de 1000 a 4000 fois, cependant que, meme en presence 
d'heparine, la k on de 1 • antithrombine pour la forme activee 
du derive GDX-AVG ne depasse pas 3 10 2 M" 1 s" 1 . Cette 
observation importante, suggere qu' apres activation, le 
derive GDX-AVG pourrait rester actif beaucoup plus longtemps 
que son homologue non mute (sa demi-vie plasmatique pourrait 
etre de plusieurs heures en 1' absence d'heparine, de 
17 minutes en sa presence) . 

Demi-vie plasmatique de la forme activee des derives du - 
facteur X : " 

La k on de 1 ' antithrombine pour la forme activee 
des derives du facteur X suggere que la demi-vie plasmatique 
de la forme activee du derive GDX-AVG pourrait etre 
considerablement allongee, ce qui renforcerait son potentiel 
anti-hemophilique. Pour verifier cette hypothese, les 
Inventeurs ont determine la demi-vie plasmatique de la forme 
activee de chacun des derives du facteur X. 

La demi-vie plasmatique des formes activees des 
derives du facteur X est estimee par la mesure de leur 
activite residuelle apres incubation pendant un temps 
variable dans un pool de plasmas humains normaux. Pour 
prevenir la formation d'un caillot, le pool de plasma est 
rendu incoagulable par 1« addition de 0,8 uM d'hirudine 
(80 unites par ml) avant d'etre recalcifie (par 1- addition de 
8 mM CaCl 2 ) . Le melange reactionnel se compose a 80% (v/v) de 
Plasma et a 20% (v/v) de tampon cinetique contenant 
l'hirudine, le calcium, et la forme activee de 1 ' un des 
derives du facteur X a une concentration suffisante pour 
permettre sa detection (20 a 300 nM final). Apres des temps 
d' incubation variables, un aliquote (40 pi) est preleve, et 
1 'activite amidolytique residuelle est mesuree, apres avoir 
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ajoute 160 ul de S2765 (1 mM pour la forme activee du derive 
GDX-AVG, 100 uM pour les autres formes activees de derives du 
facteur X), en enregistrant la variation de l'absorbance a 
405 nm en fonction du temps (la vitesse initiale d'hydrolyse 
du S2765) a l'aide d' un lecteur de microplaque MR5000. La 
constante de vitesse de la decroissance de l'activite est 
estimee par regression non-lineaire de la variation de 
l'activite residuelle en fonction du temps a l'aide de 
1- equation 2 dans laquelle d t , do et d rain representent 
l'activite residuelle au temps t, l'activite initiale (qui 
est maximale), et l'activite a temps infini (qui est 
minimale), respectivement . Bien que 1'hirudine neutralise 
toute trace de thrombine, l'activite minimale n'est pas nulle 
meme si la totalite de la forme activee du facteur X est 
neutralist : ce bruit de fond provient d' autres proteases 
contenues dans le plasma, capables d'hydrolyser lentement le 
S2765. Si la condition de pseudo-premier ordre est respedtee, 
la demi-vie plasmatique est egale au rapport du logarithme 
neperien de 2 sur k (la constante de vitesse de 
decroissance) . La demi-vie plasmatique observee ne depend m 
de la concentration de la cible, ni de 1' amplitude de 
l'activite amidolytique mesuree, elle ne depend que de la 
concentration initiale de 1'inhibiteur contenue dans le 
plasma (et, bien entendu, de sa reactivate vis-a-vis de la 
25 cible) : si 1 ' antithrombine est bien le principal inhibiteur 
plasmatique en jeu, la condition de pseudo-premier ordre est 
respectee puisque durant toute 1 ' incubation, elle reste en 
large exces (1,8 uM) par rapport a sa cible. 

Les resultats obtenus sont resumes dans le 
tableau X. Les valeurs de la demi-vie (en minutes) de la 
forme activee des derives du facteur X en presence d'heparine 
(+heparine) ou en son absence (-heparine) sont indiquees 
ainsi que l'erreur standard (exprimee en pourcentage de la 
valeur obtenue) . La demi-vie des formes activees de derives 
35 depourvues d'activite amidolytique detectable n'a pas ete 
determinee (ND) . 
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TABLEAU X. 



Derive 



GD-FX 



GDX-IVG 



GDX-IFG 



Demi-vie (minutes) 



heparine 



1, 1 (± 2%) 



I, 1 (± 19%) 



12,5 (t 5%) 



+ heparine 



<0.5 



<0.5 



<0. 5 



GDX-AVG 



> 60 



5,5 (± 19%) 



GDX-IFR 



GDX-SVG 



ND 



GDX-SFR 



ND 



ND 



ND 



ND 



ND 



En 1' absence d' heparine, la demi-vie plasmatique 
de la forme activee du facteur X depourvu de domaine Gla et 
de la forme activee du derive GDX-IVG sont comparables (une 
minute); en presence d'heparine, la demi-vie plasmatique de 
ess formes activees est trop courte pour etre mesuree de 
facon fiable. En absence d'heparine, la demi-vie de la forme 
activee du derive GDX-AVG est remarquablement allongee : elle 
est 55 fois plus longue que celle de la forme activee du 
facteur X depourvu de domaine Gla. L ' accroissement de la 
demi-vie plasmatique en presence d'heparine est tout aussi 
remarquable puisque celle-ci est aisement mesurable 
(5 minutes et 30 secondes) contrairement a celle de son 
homologue non mute. La demi-vie plasmatique de la forme 
activee du derive GDX-IFG est egalement allongee (12 fois par 
rapport a celle de la forme activee du facteur X depourvu de 
domaine Gla). La demi-vie plasmatique des autres formes 

derives du facteur X (denues d'activite 
ne peut pas etre estimee par la methode 



activees de 
amidolytique) 
ut ilisee . 

EXEMPLE 6 : 
FACTEUR X 



ACTIVITE ANTI-HEMOPHILIQUE DES DERIVES DU 



L'activite procoagulante des formes activees des 
derives du facteur X a ete testee dans des plasmas simulant 
une hemophilie A ou B severe. Ces plasmas sont obtenus en 
depletant un plasma normal en facteur VIII ou IX, et se 
comportent in vitro comme d • authent iques 'plasmas 
d'hemophiles. Les analogues du facteur X testes (GDX-IVG, 
GDX-IFG, GDX-AVG, GDX-IFR, GDX-SFR, GDX-SVG) sont tons 
depourvus de domaine Gla. En plasma normal, 1' action 
procoagulante du facteur X depourvu de domaine Gla est tres 
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inferieure a celle du facteur X normal, parce que le domaine 
Gla participe a l'activite du complexe prothrombinase . 

L'activite procoagulante de ces derives du 
facteur X ne peut pas etre comparable a celle du facteur X 
normal. En fait, tout derive de facteur X depourvu de domaxne 
Gla est un inhibiteur du complexe prothrombinase ; en effet, 
il entre en competition avec la forme activee du facteur X 
plasmatique, qui, munie de son domaine Gla, est beaucoup plus 
active. En d' autres termes, dans un plasma normal, l'addition 
d'un quelconque derive de facteur X depourvu de domaine Gla 
retarde la formation d'un caillot plutot qu'il ne la 
f avorise. 

Le fait que l'activite procoagulante des derives 
depourvus de domaine Gla soit tres inferieure a celle du 
facteur X normal n'empeche cependant pas de comparer ces 
derives entre eux. En effet, la contribution du domaine Gla 
dans l'activite procoagulante est uniforme quelque soit le 
derive : elle est independante de son activite catalytique. 
Un derive du facteur X qui, par rapport au derive normal, 
diminue le "temps de coagulation" (temps necessaire pour que 
le plasma perde sa fluidite) . reflete done une meilleure 
activite procoagulante; une augmentation du temps de 
coagulation indique au contraire que le derive est , moins 
actif que son homologue normal. L'activite procoagulante des 
derives du facteur X (actives ou non) a done ete comparee 
avec celle de 1' homologue normal depourvu de domaine Gla (GD- 
FX) . 

Effet procoacmlant des formes activees des derives du 

facteur X : 

L'addition de ^la forme activee d'un derive du 
facteur X dans un plasma d'hemophile ne teste pas la 
cyclisation de 1' activation de la prothrombine : elle ne 
reflete que la capacite du derive active a fonctionner dans 
des conditions proches de celles rencontrees in vivo. En 
1' absence de facteur tissulaire et de facteur VIII ou IX, 
aucune amplification de la cascade de la coagulation n'a 
lieu, seule la forme activee du derive de facteur X permet la 
formation de thrombine et par suite la formation ' d ' un 



caillot. L'etude de l'activite au sein du complexe 
prothrom^inase (cf. Exemple 5) montre que 1' addition de 
facteur V active restaure en partie l'activite catalytique de 
la forme activee de 1' analogue GDX-AVG : elle n'est plus que 
13 fois inferieure a celle de son homologue non mute (GDX- 
IVG) . Cet effet est loin d'etre aussi marque avec le.s autres 
formes activees d' analogues du facteur X (GDX-IFG, GDX-IFR, 
GDX-SVG et GDX-SFR) . L ' utilisation de plasma deplete en 
facteur VIII ou IX permet d'etudier 1 ' interference eventuelle 
ayec d' autres facteurs de la coagulation, en particulier 
1' effet des mecanismes regulateurs (antithrombine etc.). 

L' effet procoagulant de la forme activee des 
derives du facteur X est detecte par la capacite d'induire la 
formation d'un caillot dans un plasma deplete en facteur VIII 
ou IX ( DIAGNOSTICS ST AGO, Asnieres, France). En ajoutant du 
facteur tissulaire a 1 ' un de ces plasmas, on peut declencher 
la formation de suffisamment de thrombine pour induire la 
formation d'un caillot, mais le temps de coagulation est 
extremement long et ne peut etre mesure avec des methodes 
conventionnelles. Aussi, la reaction est faite en 
microplaque, et la formation du caillot suivie ■ en 
turbidimetrie, en enregistrant la densite optique a 405 nm en 
function du temps (quelle que soit la longueur d'onde, 
l'absorbance augmente avec la turbidimetrie). La formation du 
caillot, relativement brutale, est precedee d'un temps de 
latence plus ou moins long : typiquement, la turbidimetrie 
suit une sigmolde en fonction du temps. Le temps necessaire 
pour atteindre 50% de la turbidimetrie maximale est 
representatif du "temps de coagulation" des tests classiques 
de la coagulation. 

Dans la pratique, 100 pi de plasma deplete en 
facteur VIII ou IX sont preincubes en microplaque a 25°C, et 
la reaction est declenchee par 1' addition de 100 ul de tampon 
cinetique contenant 20 mM CaCl 2 et 200 nM de derive active du 
facteur X. La variation de l'absorbance a 405 nm en fonction 
du temps est enregistree a l'aide d'un lecteur de microplaque 
MR5000. En tracant la variation de l'absorbance a 405 nm en 
fonction du temps, on obtient une courbe qui permet par 




regression non-lineaire, d'estimer le temps de coagulation 
(V 50 ) a I 1 aide de 1' equation 7 dite de Boltzmann : 

A„os = Amin +(Ama:< ~ A min ) / ( 1+e < < V 50 "^/pencejj (Equat ion 7) 

dans laquelle A405 represente l'absorbance a 
405 nm au temps t, A^in 1 1 absorbance initiale a 405 nm, et A max 
l'absorbance finale a 405 nm (apres la formation du caillot) . 
La pente est un parametre qui tient compte de la relative 
brievete de la phase ascendante lors de la formation du 
caillot (plus le temps de latence augmente, moins forte est 
la pente) . 

Les resultats , obtenus sont resumes dans le 

tableau XI. 

Le temps de coagulation (en minutes) d'un plasma 
deplete en facteur VIII (- facteur VIII) ou IX (- facteur IX) 
apres addition de la forme activee de l f un des derives de 
facteur X est indique, ainsi que l'erreur standard (exprimee 
en pourcentage de la valeur obtenue) . Au dela de 50 minutes, 
la valeur du temps de coagulation n'est plus fiable (>50) 



TABLEAU XI 



. Derive 


Temps de Coagulation (minutes) 


- Facteur VIII 


- Facteur IX 


GD-FX 


10,5 (± 1%) 


6,5 (± 3%) . 


GDX-IVG 


12, 6 (± 3%) 


6,7 (± 1%) 


GDX-IFG 


> 50 


22,9 (+ 1%) 


GDX-AVG 


10,9 (± 3%) 


7, 4 (± 3%) 


GDX-IFR 


> 50 


> 50 


GDX-SVG 


> 50 


> 50 


GDX-SFR 


> 50 


> 50 



La forme activee du derive GD-FX et celle du 
derive GDX-IVG ont un effet procoagulant marque. 

En outre, le potentiel de la forme activee du 
derive GDX-AVG est confirme : en plasma deplete en facteur 
VIII ou IX, ce derive raccourcit autant le temps de 
coagulation que la forme activee du derive GD-FX. II n 1 en est 
pas de meme pour la forme activee du derive GDX-IFG : son 
activite procoagulante en plasma deplete en facteur IX est 
detectable, mais ce derive demeure incapable d'induire la 
formation d'un caillot en moins de 50 minutes dans un plasma 
deplete en facteur VIII. Les formes activees des derives du 
facteur X depourvues d' activite catalytique detectable (GDX- 
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SFR, GDX-SVG et GDX-IFR) n'ont pas d'activite procoagulante 
detectable . 

Effet proeoacru lant du derive GDX-AVG (non active) : 

Sans facteur tissulaire il n'y a pas de formation 
de caillot, et ceci que le plasma soit, ou non, celui d'un 
hemophile : la cascade de la coagulation n'est pas initiee. 
Un plasma normal coagule par contre tres rapidement apres 
1' addition de facteur tissulaire; celui d'un hemophile finit 
aussi par coaguler parce que le complexe extrinseque de la 
coagulation (forme entre le facteur tissulaire et le facteur 
Vila) active du facteur X, qui au sein du complexe 
prothrombinase (forme avec le facteur V active) active de la 
prothrombine en thrombine, qui finit par cliver suffisamment 
de fibrinogene pour former un caillot. La reaction est 
beaucoup plus lente parce qu'il n'y a pas d 1 amplification 
passant par le complexe tenase. La presence d'un facteur X 
activable par la thrombine devrait retablir une amplification 
de la generation de thrombine : deux activateurs seraient 
disponibles : le complexe du facteur tissulaire avec le 
facteur Vila comrae precedemment , mais aussi la thrombine. Au 
fur et a mesure que la concentration de thrombine augmente, 
de plus en plus de derives du facteur X sont actives, qui 
generent davantage de thrombine, d'ou 1 ' amplification . 

Un derive de facteur X depourvu de domaine Gla ne 
permet pas vraiment de tester son potentiel anti- 
hemophilique, car son action procoagulante est de toute facon 
limit 6e. II est cependant possible de verifier si, en 
presence d'un tel derive, une amplification de la formation 
de thrombine a lieu apres addition de facteur tissulaire. 

La methode utilisee pour detecter 1' effet 
procoagulant des derives (non-actives) du facteur X est tres 
similaire a celle decrite pour la detection de l'activite de 
leurs formes activees. La principale difference est que la 
reaction est initiee par 1' addition d'un melange de facteur 
tissulaire et de phospholipides (outre que ces derives ne 
sont pas pre-actives) . Comme pour l'etude des formes 
activees, la reaction est faite en microplaque a 25 °C, et la 
formation du caillot suivie en turbidimetrie, en enregistrant 



55 



la densite optique a 405 run en fonction du temps. C'est la 
capacite des derives du facteur X a raccourcir le temps de 
coagulation d ' un plasma deplete en facteur VIII ou IX qui est 
etudiee . 

En pratique, le derive du facteur X (0,5 U-M) est 
ajoute a 100 ul de plasma deplete en facteur VIII ou IX, et 
la reaction est declenchee par 1' addition de 100 |xl de tampon 
cinetique contenant 20 mM CaCl 2 et 2 pM de facteur tissulaire 
recombinant melange a des phospholipides (INNOVIN, DADE 
BEHRING, La Defense, France). La variation de l'absorbance a 
405 nm en fonction du temps est enregistree a 1 1' aide d' un 
lecteur de microplaque MR5000, et le temps necessaire pour 
atteindre la moitie de la turbidimetrie maximale est estime 
par regression non-lineaire a l'aide de 1' equation 7 comme 
decrit ci-dessus pour 1 ' etude de l'activite procoagulante des 
formes activees des derives de facteur X. 

Les resultats obtenus avec le derive GDX-AVG 
(zymogene), sont illustres par la Figure 4 qui compare 
l'effet procoagulant de ce derive (O) (non active) avec le 
derive GD-FX (□) (non active) en plasma deplete en facteur 
VIII (4A) ou en facteur IX (4B) . En presence du derive GDX- 
AVG, le temps de coagulation est plus court qu'en presence du 
derive GD-FX (aussi bien en plasma deplete en facteur. VIII 
qu'en plasma deplete en facteur IX). La forme zymogene du 
derive GDX-AVG a done bien une action procoagulante, en depit 
de 1" absence de domaine Gla et de son activite catalytique 
reduite par rapport a son homologue non mute. Que le derive 
GDX-AVG soit plus actif que le derive GD-FX suggere qu • une 
amplification de la generation de thrombine a bien eu lieu, en 
presence de GDX-AVG . En effet, compare au derive GD-FX, le 
derive GDX-AVG est 13 fois moins actif au sein du complexe 
■ prothrombinase, alors qu'il est au moins deux fois plus actif 
en plasma d'hemophile : il y aurait done production d'au 
moins 26 fois plus de forme activee du derive GDX-AVG durant 
la formation du caillot . 



REVENDICATIONS 

1) Analogue de facteur X dans lequel la sequence 
Thr-Arg-Ile du site d' activation du facteur X natif est 
remplacee par une sequence clivable par la thrombine, 
caracterise en ce que ladite sequence clivable par la 
thrombine est la sequence Pro-Arg-Ala. 

2) Analogue de facteur X selon la revendication 

1, caracterise en ce que la sequence Leu-Thr-Arg-Ile-Val-Gly 
du site d' activation du facteur X natif est remplacee par la 
sequence P 3 -Pro-Arg-Ala-P 2 - -P 3 - dans laguelle P 3 represente un 
acide amine quelconque, a 1' exception de Pro, Asp, ou Glu, 
P 2 ' represente Val, lie, Leu, ou Phe, et P 3 ' represente Gly, 
Asn, ou His. 

3) Analogue de facteur X selon la revendication 

2, caracterise en ce que la sequence Leu-Thr-Arg-Ile-Val-Gly 
du site d' activation du facteur X natif est remplacee par la 
sequence Val-Pro-Arg-Ala-Val-Gly . 

4) Analogue de facteur Xa susceptible d'etre 
obtenu par clivage par la thrombine d' un analogue de 
facteur X selon une quelconque des revendications 1 a 3. 

5) Molecule d' acide nucleique codant pour ' un 
analogue de facteur X selon une quelconque des revendications 
la 3, ou pour un analogue de facteur Xa selon la 
revendication 4. 

6) Vecteur recombinant caracterise en ce qu'il 
comprend une molecule d' acide nucleique selon la 
revendication 5. 

7) Cellule note genetiquement transformee par une 
molecule d' acide nucleique selon la revendication 5. 

8) Utilisation d' un analogue de facteur X selon 
une quelconque des revendications 1 a 3, d' un analogue de 
facteur Xa selon la revendication 4, ou d'une molecule 
decide nucleique selon la revendication 5, pour l'obtention 
d' un medicament procoagulant . 

9) Utilisation selon la revendication 8, 
caracterisee en ce que ledit medicament est destine au 
traitement d'une coagulopathie resultant d' un deficit en 
facteur VIII, en facteur IX, ou en facteur XI. 




10) Utilisation selon la revendication 9 
caracterisee en ce que ladite coagulopathie est l'hemophili 
de type A ou 1 1 hemophilie de type B. 
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